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Получены новые результаты, подтверждающие наши предыдущие данные о способности биядер-
ной формы биологически активных динитрозильных комплексов железа с тиолсодержащими ли-
гандами (глутатионом или N-ацетил-L-цистеином) выступать в качестве доноров катионов нитро-
зония, обеспечивающих образование S-нитрозотиолов при распаде этих комплексов в кислой среде
как в аэробных, так и анаэробных условиях. Появление катионов нитрозония в составе биядерных
динитрозильных комплексов железа определяется реакцией диспропорционирования свободно-
радикальных молекул монооксида азота при их связывании в ходе синтеза этих комплексов с кати-
онами Fe2+ (по две на один катион). При окислении тиолсодержащих лигандов в динитрозильных
комплексах железа или их блокаде тиолспецифическими реагентами выделяющиеся при распаде
этих комплексов катионы нитрозония при нейтральных значениях рН подвергаются гидролизу,
превращаясь в анионы нитрита. Аналогичное превращение имеет место при распаде при нейтраль-
ных значениях рН моноядерной формы динитрозильных комплексов железа с лигандами нетиоло-
вой природы. Установлено, что образование S-нитрозотилов при распаде биядерных динитрозиль-
ных комплексов железа с тиолсодержащими лигандами при кислотных значениях рН может блоки-
роваться при двух-трехкратном избытке свободных тиолов (не включенных в состав комплексов) по
отношению к содержанию самих комплексов. Эта блокада обусловлена восстановлением катионов
нитрозония тиолами при участии ионов железа как катализаторов до нейтральных молекул NO, вы-
свобождающихся из биядерных динитрозильных комплексов железа. Таким образом обе формы ди-
нитрозильных комплексов, возникающие в живых организмах, могут функционировать в них не
только как доноры одного из универсальных регуляторов метаболических процессов монооксида
азота, но и как доноры катионов нитрозония, инициирующих процесс S-нитрозирования низкомо-
лекулярных и высокомолекулярных (белковых) тиолов. 

Ключевые слова: динитрозильные комплексы железа, оксид азота, S-нитрозотиолы, электронный
парамагнитный резонанс. 
DOI: 10.31857/S0006302920030011

В настоящее время установлено, что во всех
представителях живого мира – животных и чело-
веке, растениях и бактериях – ферментативным
путем непрерывно вырабатывается простейшее
химическое соединение – монооксид азота (или,
как сейчас его принято называть в биологических

публикациях, – оксид азота – NO), функциони-
рующее в живых организмах в качестве одного из
универсальных регуляторов разнообразных мета-
болических процессов [1]. Его биологическое
действие не опосредовано клеточными рецепто-
рами: оксид азота легко проникает через клеточ-
ные мембран и, связываясь с гемовой группой
разнообразных гемсодержащих ферментов, на-
пример, с гуанилатциклазы, активирует (или ин-
гибирует) эти ферменты.

Наряду с биологической активностью NO не
менее важным представляется биологическое
действие ионизованной формы этого агента – ка-
тиона нитрозония (NO+), связывание которого с

Сокращения: М-ДНКЖ – моноядерные динитрозильные
комплексы железа, ЭПР – электронный парамагнитный
резонанс, Б-ДНКЖ – биядерные динитрозильные ком-
плексы железа, ДНКЖ-GSH – динитрозильные комплек-
сы железа с глутатионом, GS-NO – S-нитрозоглутатион,
NAC – N-ацетил-L-цистеин, ДНКЖ-NAC – динитро-
зильные комплексы железа с N-ацетил-L-цистеином,
ЭДТА – этилендиаминтетраацетат, МНКЖ – мононитро-
зильные комплексы железа.
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тиоловыми группами белков приводит к образо-
ванию соответствующих S-нитрозотиолов (RS-
NO), резко изменяющих реактивность этих бел-
ков [2–4].

В связи с активной ролью катиона NO+ в био-
логических процессах встает вопрос, каким обра-
зом в живых организмах может достигаться иони-
зация (одноэлектронное окисление) молекул NO
до NO+? Большинство исследователей связывает
это с окислением NO кислородом до NO2. В обра-
зующемся аддукте – триоксиде азота (NO-NO2) –
взаимное одноэлектронное окисление-восста-
новление свободно-радикальных молекул NO и
NO2 (реакция их диспропорционирования) при-
водит к трансформации триоксида азота в аддукт
NO+-NO2

–. В отсутствие тиолов ион нитрозония
в этом аддукте должен гидролизоваться, превра-
щаясь при связывании с ионами гидроксила и со-
хранении нейтральных значений рН (в буферном
растворе), в анион нитрита [2–7]. В присутствии
тиолов, характеризующихся существенно более
высоким, чем анион гидроксила, сродством к
ионам нитрозония, последние, связываясь с тио-
лами, образуют S-нитрозотиолы. В кислой среде
оба компонента аддукта NO+-NO2

– превращают-
ся в отсутствие тиолов в молекулы азотистой кис-
лоты (НNO2), тогда как в присутствии тиолов − в
молекулы S-нитрозотиолов [5, 6].

Такого рода превращения, продемонстриро-
ванные автором в работе [8] для чисто химиче-
ских систем, как оказалось, не имеют отношения
к процессам образования S-нитрозотиолов в жи-
вых организмах. Проведенные на клеточных
культурах и микроорганизмах исследования по-
казали, что генерация в них NO действительно
приводит к появлению в этих клетках как низко-
молекулярных, так белковых S-нитрозотиолов.
Однако этот процесс равноэффективно идет как в
присутствии, так и в отсутствие кислорода [9, 10].
Это означает, что образование S-нитрозотиолов,
т.е. необходимое для этого окисление NO до
NO+, может происходить в живых организмах и в
анаэробных условиях – в отсутствие кислорода.

Возможно ли это? Да, если принять во внима-
ние свободнорадикальную природу оксида
азота – агента, выбранного Природой в качестве
одного из универсальных регуляторов метаболи-
ческих процессов у всех представителей живого
мира. Дело в том, что для свободных радикалов
характерна реакция диспропорционирования,
т.е. реакция взаимного одноэлектронного окис-
ления-восстановления, реализующаяся при взаи-
модействии двух молекул свободных радикалов.
Именно эта реакция может обеспечивать превра-
щение одной молекулы NO в катион нитрозония,

а другой – в анион нитроксила (NO–) (по
реакции 1):

2NO  NO+ + NO–. (1)
Как было показано нами в работе [8], суще-

ствование такой реакции в газообразном NO сле-
дует из факта превращения этого газа в NO2 и
N2O в соответствии с реакцией 2, характерной
для этого газа при давлении несколько десятков
атмосфер (11, 12):

3NO = NO2 + N2O. (2)

Как показано в работе [8], уравнение, характе-
ризующее реакцию 1, превращается в уравнение,
характеризующее реакцию 2, после умножения
обеих его частей на 2 и добавления к ним двух мо-
лекул воды, обеспечивающих гидролиз ионов
NO+ и NO– с образованием соответственно мо-
лекул азотистой кислоты (HNO2) и молекул нит-
роксила (HNO). Последующее диспропорциони-
рование этих молекул в соответствии с реакция-
ми 3 и 4 

2HNO2 ⇐ H2O + NO + NO2, (3)

2НNO ⇐ H2O + N2O (4)

приводит соответственно к их превращению в ди-
оксид, монооксид (оксид) и закись азота и тем са-
мым (после удаления из обеих частей модифици-
рованного уравнения одной молекулы воды и од-
ной молекулы NO) к превращению этого
уравнения в уравнение 2. Таким образом, при вы-
соких давлениях оксид азота может вести себя как
кислотный ангидрид, обеспечивающий образо-
вание азотистой кислоты.

Такое поведение молекул NO не обнаружи-
вается при давлении в одну атмосферу и ниже,
т.е. при концентрации этого агента, продуци-
руемого в живых организмах. Очевидно, в этом
случае концентрация аддуктов (NO+-NO–) не-
достаточна для образования в реакции гидро-
лиза заметного количества азотистой кислоты,
так что молекулы NO не проявляют себя в этих
условиях в качестве кислотного ангидрида. Тем
не менее, как было предположено автором в
работах [8, 13], диспропорционирование моле-
кул NO может идти и в этих условиях при нали-
чии в растворе ионов Fe2+, характеризующихся
высоким сродством к молекулам NO [14]. Свя-
зывание двух молекул NO с ионом Fe2+ с обра-
зованием железодинитрозильного [Fe(NO)2]-
фрагмента – так называемого железодинитро-
зильного [Fe(NO)2]-мотива, с включением в
его молекулярные орбитали π-орбиталей NO и
d-орбиталей железа, обеспечивает перенос не-
спаренного электрона в этом мотиве с одной
молекулы NO на другую, т.е. их реакцию дис-
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пропорционирования – реакцию 1. Последую-
щее протонирование появляющегося в этом
мотиве иона нитроксила приводит к выходу
этого иона, как это показано на схеме 1, из ли-

гандного окружения железа с последующим
диспропорционированием молекул нитрокси-
ла (HNO) и появлением вместо них в соответ-
ствии с уравнением 4 закиси азота и воды:

Схема 1. Предполагаемый механизм образования [Fe(NO)2]-мотива в реакции молекул NO 
c ионом Fe2+ [8, 13, 15–19].

Вместо иона нитроксила в окружение железа
включается третья молекула NO, в результате же-
лезо в железодинитрозильном мотиве приобрета-
ет d7-электронную конфигурацию с соответству-
ющей резонансной структурой железодинитро-
зильного мотива – [Fe+(NO+)2].

Очевидно, что наличие в этом мотиве легко
гидролизуемых NO+-лигандов делает указанную
резонансную структуру неустойчивой. Эту не-
устойчивость можно устранить введением в коор-
динационную сферу железодинитрозильного мо-
тива тиолсодержащих (RS–) лигандов, которые,

будучи сильными π-донорами электронной плот-
ности, могут обеспечить перенос этой плотности
на железо и нитрозильные лиганды. Происходя-
щее в результате этого переноса снижение поло-
жительного заряда на этих лигандах ослабляет
взаимодействие последних с ионами гидроксила,
предотвращая тем самым гидролиз нитрозильных
лигандов, в результате в соответствии со схемой 2
возникают стабильные парамагнитные моно-
ядерные динитрозильные комплексы железа (М-
ДНКЖ) с тиолсодержащими лигандами (форму-
ла [(RS-)2 Fe+(NO+)2]:

Схема 2. Предполагаемая схема образования моноядерных ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами в реакции 
двухвалентного железа, тиолов и газообразного NO [8, 13, 15–19]. 

Именно эти комплексы впервые были обнару-
жены нашей группой сначала в дрожжевых клет-
ках (1964–1965 гг.) [20, 21], а затем в тканях жи-
вотных и птиц (1967 г.) [22] по характерному для
этих комплексов сигналу электронного парамаг-
нитного резонанса (ЭПР) со средним значением
g-фактора, равным 2.03 (сигнала 2.03), приведен-
ному на рис. 1. В 1964 г. слабый пик при g = 2.03
был зарегистрирован Д. Мэллардом и М. Кентом
в химически индуцированной гепатоме крыс [23],
а в 1965 г. такой же сигнал (точнее, только его
часть – пик при g⊥ = 2.035) был зарегистрирован
Б. Коммонером с сотрудниками в печени крыс
при инициировании у них гепатоканцрогенеза
[24]. В 1990-е годы, когда оксид азота был при-
знан в качестве одного из эндогенных универ-
сальных регуляторов метаболических процессов в

живых организмах, М-ДНКЖ с тиолсодержащи-
ми лигандами были обнаружены во многих био-
системах, способных продуцировать оксид азота
[25–36]. 

Результаты многолетних исследований приро-
ды и биологической активности этих комплексов
позволили нам в последние годы предположить,
что ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами (и не
только М-ДНКЖ, но и обнаруженная позже в
биосистемах биядерная форма этих комплексов –
Б-ДНКЖ, формула [(RS-)2Fe2

+(NO+)4]) могут
функционировать в живых организмах в качестве
«рабочей формы» оксида азота – они обеспечива-
ют стабилизацию и доставку NO, а также его ка-
тионной формы – ионов нитрозония – к мише-
ням их биологического действия [18, 19].

HNO + / ( H1 2 N O O2 2+ )

H+

HNO + / ( H1 2 N O O2 2+ )

H+

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–
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Цель настоящей публикации состояла в выяс-
нении поставленного ранее в работах автора [8,
13] вопроса о способности ДНКЖ с тиолсодержа-
щими лигандами выступать в качестве доноров не
только нейтральных молекул NO, но и ионов нит-
розония. Другими словами, могут ли эти ком-
плексы сами по себе, как это показано на схеме 3,
при их распаде в присутствии тиолов иницииро-

вать образование S-нитрозотиолов, а при блокаде
тиолов соответствующими реагентами или их
окислении – образование нитрита. При этом в
соответствии со схемой 3 уровень S-нитрозотио-
лов или нитритов должен быть быть равен коли-
честву высвобождающихся при этом нейтраль-
ных молекул NO. 

Схема 3. Предполагаемая схема распада М-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами, приводящего при наличии 
или отсутствии (блокаде) тиолов в растворе соответственно к накоплению S-нитрозотиолов или нитрита [8, 13].

Проведенные ранее на 0.5 мМ растворах Б-
ДНКЖ с глутатионом (Б-ДНКЖ-GSH) экспери-
менты, казалось бы, полностью подтвердили это
предположение [8, 13]. Распад комплексов в этих
работах был инициирован либо протонировани-
ем тиолсодержащих лигандов, достигавшимся
прогреванием растворов Б-ДНКЖ в сильно кис-
лой среде, окислением тиоловых групп этих ли-

гандов кислородом воздуха, либо связыванием
этих групп с ртутьсодержащим агентом – пара-
хлормеркурийбензоатом – в последних двух опы-
тах при нейтральных значениях рН раствора.
Предполагалось, что в обоих случаях Б-ДНКЖ
сначала распадались на моноядерные формы, ко-
торые затем начинали распадаться на составляю-
щие их компоненты, как это показано на схеме 3. 

(RS ) Fe (NO ) Fe + NO + NO–
2

+ +
2

2+ +

RS-NO

RS–

OH–

H + NO+ –
2

Рис. 1. Сигнал с g = 2.03, впервые зарегистрированный в 1960-е годы: (а) – в дрожжевых клетках [20, 21]; (б) – в
химически индуцированной гепатоме крыс [23]; (в) – в тканях голубей и кроликов [22]; (г) – в печени крыс на 1–
45 сутки после введения в их диету гепатоканцерогенов [24]. (д) – Сигнал с g = 2.03, зарегистрированный в 1990-е годы
в активированных макрофагах мышей в присутствии cубстрата NO-синтаз L-аргинина (1), L-аргинина и ингибитора
NO-синтаз N-метил-L-аргинина (2), в отсутствие L-arg и NMMA (3) или в присутствии только NMMA (4) [25].
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При этом половина высвобождающихся в кис-
лой среде нитрозильных лигандов (как в аэроб-
ных, так и в анаэробных условиях) обнаружива-
лась в форме NO+ в составе S-нитрозоглутатиона
(GS-NO), тогда как при распаде ДНКЖ в раство-
ре при нейтральных значениях рН также только
половина нитрозильных лигандов превращалась
в анионы нитрита (очевидно, в результате гидро-
лиза высвобождающихся из ДНКЖ ионов нитро-
зония).

Что касается другой половины нитрозильных
лигандов, то в соответствии со схемой 3 она долж-
на была высвобождаться из Б-ДНКЖ в форме га-
зообразных (летучих) молекул NO. Однако оцен-
ка уровня этого газа, высвобождавшегося в тече-
ние часа в анаэробных условиях из подкисленных
12 мМ растворов Б-ДНКЖ с глутатионом при их
прогреве, показала, что оба нитрозильных лиган-
да, входивших в состав железо-динитрозильного
мотива, переходили в форму нейтральных моле-
кул NO. Ни GS-NO, ни нитрит в растворах распа-
дающихся ДНКЖ в этих опытах не обнаружи-
вались. 

Для объяснения полученного несоответствия
со схемой 3 было предположено, что GS-NO, ко-
торый мог возникать в этих условиях, распадался
при каталитическом действии на него примесной
меди, уровень которой мог повышаться, напри-
мер, в результате использования при синтезе Б-
ДНКЖ-GSH в сравнительно высокой (12 мМ)
концентрации ферросульфата (до 24 мМ) [8, 13].
Возможен был и другой путь превращения всех
нитрозильных лигандов при распаде Б-ДНКЖ-
GSH в нейтральные молекулы NO. Он мог реали-
зоваться в результате одноэлектронного восста-
новления катионов нитрозония ионами Fe2+, вы-
свобождающимися в соответствии со схемой 3 из
Б-ДНКЖ. Мог ли этот процесс эффективно реа-

лизоваться при участии только ионов Fe2+ или
эти ионы выступали в качестве промежуточных
участников – катализаторов реакции восстанов-
ления катионов нитрозония глутатионом как
представителем тиолсодержащих соединений –
этот вопрос в наших предыдущих работах [8, 13]
не изучался. 

В настоящей работе сделана попытка преодо-
леть этот недостаток и тем самым окончательно
ответить на вопрос, действительно ли ДНКЖ с
тиолсодержащими лигандами могут функциони-
ровать в живых организмах не только в качестве
доноров газообразных (нейтральных) молекул
NO, но и катионов нитрозония. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В экспериментах были использо-
ваны ферросульфат (Fluka, Швейцария), восста-
новленный глутатион, N-ацетил-L-цистеин
(NAC), неокупроин и нитрит натрия (все произ-
водства компании Sigma, США). Газообразный
NO был получен в реакции ферросульфата и нит-
рита натрия в 0.1 M HCl с последующей очисткой
NO от примеси NO2 методом низкотемператур-
ной сублимации в вакуумированном сосуде [17].

Синтез Б-ДНКЖ и М-ДНКЖ с глутатионом
или N-ацетил-L-цистеином. При синтезе
ДНКЖ с глутатионом (ДНКЖ-GSH) или N-
ацетил-L-цистеином (ДНКЖ-NAC) как пред-
ставителями тиолсодержащих лигандов ис-
пользовалась способность S-нитрозотиолов
продуцировать ДНКЖ с тиолсодержащими
(RS–) лигандами в реакции двух молекул RS-
NO c ионом двухвалентного железа и двумя мо-
лекулами тиолов (схема 4): 

Схема 4. Предполагаемый механизм образования М-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами в реакции между 
Fe2+-ионами, тиолами (RS–) и S-нитрозотиолами (RS–NO+) [37].

В соответствии со схемой 3 при связывании с
Fe2+ ионом двух разных резонансных структур
RS-NO/NO•+-RS• и NO+-RS– перенос электро-
на от NO• в первой из них на ион нитрозония в
другой структуре может сразу же из-за распада S-
нитрозотиольных лигандов приводить к форми-
рованию железодинитрозильного [(RS-)2

Fe+(NO+)2]-мотива М-ДНКЖ. Что касается по-

следующего обратимого превращения М-ДНКЖ
в биядерную Б-ДНКЖ-форму, происходящего в
соответствии со схемой 5, то, поскольку
тиолы включаются в эти комплексы в ионизован-
ной RS–-форме, из-за низкого содержания по-
следней при нейтральных значениях рН подавля-
ющая часть М-ДНКЖ, в частности М-ДНКЖ-
GSH, в этих условиях должна димеризоваться в
Б-ДНКЖ: 

RS   +  SR

+ RS–

+ RS•–

-– –

–- –

–

–

–

–– •
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Схема 5. Обратимое взаимопревращение М-ДНКЖ и 
Б-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами [17].

В соответствии с ранее разработанным нашей
группой протоколом синтеза Б-ДНКЖ на основе
схемы 4 [38], синтез Б-ДНКЖ-GSH был осу-
ществлен следующим образом. К 10 мл 15 мМ
HEPES-буфера при рН 7.4 последовательно до-
бавлялись 20 или 15 мМ глутатиона, 10 мМ фер-
росульфата и 10 мМ нитрита натрия. Понижение
рН раствора HEPES после добавления в него глу-
татиона (до рН 3.0–3.5) обеспечивало полное рас-
творение добавляемого ферросульфата, а
также полное превращение нитрита в GS-NO,
образующийся в реакции протонированного нит-
рита с глутатионом. Об эффективности образова-
ния GS-NO можно было судить по кинетике на-
растания полосы оптического поглощения
этого соединения на длине волны 334 нм, а также
по более слабой полосе на 546 нм с коэффициен-
тами экстинкции, равными соответственно
0.94 M–1см–1 и 0.017 M–1см–1 [38].

По окончании образования GS-NO, происхо-
дившего в течение одного-полутора часов, рН

+ +NO          S NO–

+ +NO          S NO–

Fe+ Fe+ + RS2 –

R

R

2

–

–

раствора был повышен до нейтральных значений
(до рН 7.3–7.5) добавлением нескольких капель
100 мМ раствора NaOH, в результате чего розовая
окраска раствора, характерная для GS-NO, сме-
нялась в течение пяти-шести часов на темно-ко-
ричневую, характерную для образующегося Б-
ДНКЖ-GSH. 

Как следует из схемы 4, при равных концен-
трациях Fe2+ и GS-NO (10 мМ) последний полно-
стью включался в Fe2+-динитрозильный мотив
Б-ДНКЖ, что существенно снижало риск загряз-
нения раствора нитритом, не включившимся в Б-
ДНКЖ («свободным нитритом»). Что касается
Fe2+-ионов, то только 50% из них (5 из 10 мМ)
включались при нейтральных значениях рН в об-
разующиеся Б-ДНКЖ. Другая половина осажда-
лась в форме железогидроокисных комплексов, и
ее можно было полностью удалить из раствора его
пропусканием через бумажный фильтр. Получен-
ные таким образом растворы Б-ДНКЖ-GSH за-
мораживали в жидком азоте и хранили в холо-
дильнике при –18°С с последующим разморажи-
ванием перед использованием в экспериментах.

Что касается глутатиона, содержание которого
при синтезе Б-ДНКЖ в полтора или два раза пре-
вышает содержание железа, соответствующая его
часть – 10 или 5 мМ – не включалась в Б-ДНКЖ,
т.е. сохранялась в свободном состоянии. Количе-
ство тиола, включившегося в эти комплексы, бы-

Рис. 2. Спектры оптического поглощения Б-ДНКЖ-GSH, зарегистрированные в водном растворе при рН 7.4
и 1.0 (кривые 1 и 2 соответственно). Кривая 3 – спектр поглощения М-ДНКЖ-GSH, зарегистрированный в растворе
Б-ДНКЖ-GSH в присутствии трехкратного избытка глутатиона и рН 11.0. На врезке – сигналы с g = 2.03 (кривые 1
и 2), зарегистрированные при 77 К в растворах Б-ДНКЖ-GSH, характеризующихся спектрами оптического
поглощения, представленными соответственно кривыми 1 и 3. Справа у кривых на врезке указано усиление
радиоспектрометра в отн. ед. Точно такие же спектры оптического поглощения и сигнал с g = 2.03 характерны
соответственно для Б-ДНКЖ-NAC и М-ДНКЖ-NAC. 
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ло равно в соответствии со схемой 4 количеству
включенного в них железа. 

Концентрация полученных Б-ДНКЖ-GSH
была определена оптическим методом по интен-
сивности характерных для этих комплексов по-
лос поглощения на 310 и 360 нм в спектре погло-
щения, приведенном на рис. 2, с коэффициента-
ми экстинкции ε, равными соответственно 4600 и
3700 М–1см–1 (в пересчете на один атом железа)
[17, 38]. Концентрация комплексов, полученных
в этих условиях, составляла 4.5–5.0 мМ. Таким
образом, при использовании 20 или 15 мМ глута-
тиона при синтезе Б-ДНКЖ-GSH отношение со-
держания свободного глутатиона к содержанию
комплексов составляло соответственно 2 : 1 или
1 : 1.

Что касается моноядерной формы ДНКЖ-
GSH, о ее наличии в растворе можно было судить
по сигналу 2.03, приведенному на врезке на
рис. 2, со следующими значениями g-фактора:
g⊥ = 2.04, g = 2.014, gср = 2.03. Интенсивность
этого сигнала при нейтральных значениях рН со-
ответствовала включению в М-ДНКЖ не более
5% от общего содержания железа, включавшегося
суммарно в обе формы ДНКЖ. При повышении
до 10–11 рН раствора, в который при синтезе
ДНКЖ вводили 20–30 мМ глутатиона, интенсив-
ность сигнала 2.03 повышалась в 20–30 раз
(рис. 2, врезка), так что все железо в растворе об-
наруживалось в составе М-ДНКЖ. При этом

спектр поглощения раствора трансформировался
и становился характерным для спектра М-ДН-
КЖ-GSH с полосой на 390 нм с ε = 4700 М–1см–1

[17].

Аналогичным образом были синтезированы
Б-ДНКЖ-NАС. Различие состояло лишь в том,
что синтез S-нитрозо-N-ацетил_L-цистеина (S-
NAC), необходимого для образования этих ком-
плексов, заканчивался через 20–25 мин после до-
бавления в соответствующий раствор нитрита, а
синтез Б-ДНКЖ-NАС, начинавшийся после
подщелачивания раствора S-NAC и ферросуль-
фата, заканчивался через три-четыре часа. Соот-
ношение NAC и железа, использованных при
синтезе Б-ДНКЖ-NAC, составляло 3 : 1 (30 и
10 мМ) или 1.5 : 1 (15 и 10 мМ). Концентрация
нитрита натрия составляла 10 мМ. Отношение
содержания свободного NAC к содержанию ком-
плексов, синтезированных при 30 и 15 мМ NAC и
10 мМ железа, составляло соответственно 4 : 1 и
1 : 1. 

Синтез ДНКЖ с лигандами нетиоловой приро-
ды. Синтез М-ДНКЖ с лигандами нетиоловой
природы – водой, фосфатом и этилендиаминтет-
раацетатом (ЭДТА) – проводили в модифициро-
ванном аппарате Тунберга, схема которого пред-
ставлена на рис. 3а, в соответствии с описанным
ранее подходом [17]. Процедура синтеза состояла
в следующем. В верхнюю часть аппарата помеща-
ли 0.5 мл дистиллированной воды, а в нижнюю

Рис. 3. Схемы модифицированных аппаратов Тунберга, использовавшихся для получения ДНКЖ с лигандами
нетиоловой природы (а) или для измерения оптического поглощения NO и NO2 в газовой фазе (б); (в) – спектр
оптического поглощения газообразного NO (четыре эквидистантных узких полосы, кривая 1) и суммарное
оптическое поглощение газовой смеси NO + NO2 (кривая 2). 
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часть – 4.5 мл 30 мМ HEPES-буфера при рН 7.3–
7.5 без каких-либо добавок или содержавшего
100 мМ фосфата или ЭДТА. После пяти-десяти-
минутного выдерживания этой системы в вакуу-
ме, необходимого для удаления воздуха из воды, в
верхнюю часть аппарата (в дистиллят) вводили
ферросульфат железа, снова откачивали воздух из
аппарата и затем вводили в него газообразный
NO под давлением 100–150 мм рт. ст. на установ-
ке, описанной в работе [39]. При последующем
пяти-десятиминутном встряхивании аппарата
раствор ферросульфата в верхней его части при-
обретал зеленую окраску, обусловленную образо-
ванием монотирозильного комплекса Fe2+; далее
этот раствор смешивался с раствором, помещен-
ным в нижней части аппарата. После десятими-
нутного встряхивания аппарат откачивали от NO,
а полученный раствор замораживали в жидком
азоте для последующего изучения оптическими и
ЭПР-методами.

Регистрация спектра оптического поглощения
газообразного NO. Для регистрации спектра опти-
ческого поглощения газообразного NO, выделяв-
шегося из Б-ДНКЖ-GSH при его распаде, ис-
пользовали модифицированный аппарат Тунбер-
га (схема представлена на рис. 3б), содержавший
припаянную к нему кювету цилиндрической
формы с кварцевыми торцевыми стенками. Ап-
парат помещали в спектрофотометр таким обра-
зом, чтобы световой луч в нем проходил вдоль оси
кюветы. Характерный спектр регистрируемого
при этом оптического поглощения газообразного
NO и примесного газообразного NO2 показаны
на рис. 3в. Спектр поглощения газообразного NO
характеризовался четырьмя эквидистантными
узкими полосами поглощения в области 190–
200 нм, тогда как газообразный NO2 давал в этой
области широкую бесструктурную полосу погло-
щения [38, 40]. Вакуумная сублимация смеси
NO + NO2 приводила в результате удаления NO2
к полному исчезновению бесструктурного опти-
ческого поглощения этого газа.

Для оценки количества газообразного NO, вы-
свобождавшегося из Б-ДНКЖ-GSH, использо-
вали стандартный образец газообразного NO при
давлении, определявшемся ртутным манометром
на вакуумной установке, описанной нами в рабо-
те [39].

РЕЗУЛЬТАТЫ
S-Нитрозирующее действие Б-ДНКЖ-GSH и

Б-ДНКЖ-NAC на включенные в них тиолсодержа-
щие лиганды. Как указывалось во введении, обра-
зование GS-NO при распаде Б-ДНКЖ-GSH мог-
ло ослабляться в результате одноэлектронного
восстановления катионов нитрозония молекула-
ми глутатиона при участии ионов железа как ка-

тализаторов этого процесса. Естественно, что для
проверки этой возможности необходимо было
оценить эффективность образования GS-NO при
прогреве подкисленных растворов Б-ДНКЖ-
GSH в анаэробных условиях в зависимости от
уровня свободного (не включенного в ДНКЖ)
глутатиона в растворе. Ожидалось, что содержа-
ние GS-NO должно было повышаться по мере
снижения этого уровня до минимального (нуле-
вого) значения. Такая ситуация могла, очевидно,
реализоваться, если при синтезе Б-ДНКЖ глута-
тион и железо вводили бы в равном количестве.
Однако при таком соотношении глутатиона и
ферросульфата оказалось невозможным синтези-
ровать Б-ДНКЖ-GSH в концентрации, равной
концентрации этих комплексов при использова-
нии при их синтезе более высокого соотношения
количества глутатиона и ферросульфата, напри-
мер при соотношениях 2 : 1 или 3 : 1. Такое равен-
ство удалось достигнуть только при соотношении
глутатиона и ферросульфата при синтезе Б-ДН-
КЖ-GSH, равном 1.5 : 1.0, например при концен-
трациях глутатиона и ферросульфата, равных 15 и
10 мМ, и концентрации нитрита, равной 10 мМ.
Судя по спектру оптического поглощения раство-
ра полученных таким образом комплексов
(рис. 4, кривая 2), их концентрация была близка к
концентрации Б-ДНКЖ-GSH, синтезированных
при соотношении глутатиона и ферросульфата,
равном 2 : 1, (рис. 4, кривая 1). В обоих случаях
растворы перед их записью на спектрофотометре
разбавляли в десять раз. 

При последующем прогреве при 80°С в анаэ-
робных условиях этих двух неразбавленных под-
кисленных растворов Б-ДНКЖ-GSH наблюда-
лось полное исчезновение исходных спектров по-
глощения и появление спектра поглощения,
характерного для GS-NO (рис. 4, кривые 3–5), с
интенсивной полосой на 334 нм и слабой полосой
на 543 нм, о которых было сказано в методиче-
ской части. При этом, судя по интенсивности
этих полос, концентрация GS-NO, образующих-
ся в растворах Б-ДНКЖ-GSH с низким содержа-
нием глутатиона, соответствовала (в полном со-
ответствии со схемой 3) включению в GS-NO по-
ловины нитрозильных лигандов, входивших в
состав Б-ДНКЖ (рис. 4, кривые 4 и 5), что суще-
ственно превышало уровень GS-NO, возникших
в растворах растворах Б-ДНКЖ-GSH с более вы-
соким содержанием глутатиона (рис. 4, кривая 3).
Очевидно, именно последнее, в соответствии с
высказанным выше предположением, обеспечи-
вало превращение подавляющей катионов нит-
розония не в GS-NO, а в NO так, как это могло
иметь в наших ранних опытах [8, 13], о которых
говорилось выше. При этом следует отметить не-
большой сдвиг (на несколько нм) центра погло-
щения основной полосы GS-NO на рис. 4 с 334
нм в коротковолновую область. Этот сдвиг был
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Рис. 4. Спектры поглощения растворов Б-ДНКЖ-GSH, синтезированных при соотношениях концентраций
глутатиона и ферросульфата (нитрита), равных 2 : 1 (20 мМ и 10 мМ, кривая 1) или 1,5 : 1 (15 мМ и 10 мМ, кривая 2).
Растворы разбавлены в десять раз. Кривые 3 и 4 – характерные для GS-NO спектры поглощения растворов тех же
комплексов, подвергнутых нагреванию при 80°С в анаэробных условиях в течение восьми-девяти минут без
разбавления растворов. Спектры характеризуются слегка сдвинутой в коротковолновую область полосой поглощения
на 334 нм и слабой полосой на 543 нм. Кривая 5 – спектр поглощения раствора, характеризующегося кривой 4, после
разбавления этого раствора в четыре раза. На врезке приведены спектры поглощения всех этих растворов,
зарегистрированные при более высокой чувствительности спектрометра в области полосы поглощения GS-NO на
543 нм.
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Рис. 5. Спектры поглощения растворов Б-ДНКЖ-NAC, синтезированных при соотношениях концентраций NAC и
ферросульфата, равных 3 : 1 (30 мМ и 10 мМ, кривая 1) или 1,5 : 1 (15 мМ и 10 мМ, кривая 2). Растворы разбавлены в
десять раз. Кривые 3, 4 и 5, 6 – соответственно спектры поглощения растворов тех же комплексов, разбавленных в два
раза и подвергнутых нагреванию при 800С в анаэробных условиях в течение семи-девяти или двух-трех минут.
Спектры 5 и 6 с полосами поглощения на 334 и 543 нм обусловлены образующимся S-нитрозо-N-ацетил-L-
цистеином. На врезке приведены спектры поглощения всех этих растворов, зарегистрированные при более высокой
чувствительности спектрометра в области полосы поглощения S-нитрозо-N-ацетил-L-цистеина на 543 нм.
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обусловлен оптическим поглощением ионов
Fe3+, сохранявшихся в растворе после синтеза
комплексов. 

Такой же результат был получен в аналогич-
ных опытах на растворах Б-ДНКЖ-NAC, синте-
зированных при соотношениях концентраций
NAC : ферросульфат : нитрит натрия, равных со-
ответственно 30 : 10 : 10 мМ и 15 : 10 : 10 мМ
(рис. 5). В этих опытах прогрев раствора Б-ДН-
КЖ-NAC-комплексов, синтезированных при
трехкратном избытке глутатиона по сравнению с
концентрацией ферросульфата, приводил к вос-
становлению до NO всех катионов нитрозония,
высвобождавшихся из Б-ДНКЖ-NAC при про-
греве их подкисленных растворов в анаэробных
условиях. Об этом свидетельствует отсутствие да-
же следовых количеств S-нитрозо-N-ацетил-L-
цистеина в спектрах поглощения раствора, пред-
ставленных кривыми 3 и 4.

Что касается количества S-нитрозо-N-ацетил-
L-цистеина, образовавшегося при распаде Б-
ДНКЖ-NAC, синтезированных при соотноше-
нии NAC : ферросульфат (нитрит), равным 1.5 : 1,
оно составляло не более 30% от общего количе-
ства нитрозильных лигандов, входивших в состав
Б-ДНКЖ-NAC. Не исключено, что образование
S-нитрозо-N-ацетил-L-цистеина при распаде
этих комплексов в анаэробных условиях частич-
но подавлялось воcстановительным действием
NAC на катионы нитрозония даже при сравни-
тельно малом содержании этого тиолсодержаще-
го соединения. Как следует из вышеизложенного,
такой эффект не обнаруживался при распаде ана-
логичных комплексов Б-ДНКЖ-GSH, сопро-
вождашемся включением в GS-NO половины
нитрозильных лигандов в этих комплексах. Не
исключено, что это различие было обусловлено
более высокой восстановительной активностью
NAC по сравнению с аналогичной характеристи-
кой глутатиона.

При прогреве подкисленных 0.5 мМ растворов
всех этих комплексов при 80°С на воздухе не об-
наруживалось какого-либо различия в их поведе-
нии. Все они, судя по исчезновению окраски,
распадались в течение 0.5–1.0 минуты с образова-
нием соответствующих S-нитрозотиолов в кон-
центрации, соответствующей включению в них
половины нитрозильных лигандов (или равной
концентрации комплексов, рассчитанной на
один атом железа), как это было описано ранее в
работах [8, 13].

Что касается возможного влияния примеси
меди как агента, разрушающего S-нитрозотиолы
и тем самым возможно блокировавшего появле-
ние GS-NO при распаде Б-ДНКЖ-GSH в анаэ-
робных условиях, о чем было предположено в ра-
ботах [8, 13], эксперименты с добавлением в раз-
ных концентрациях сильного хелатора

ионов меди – неокупроина [41], проведенные в
настоящей работе, показали, что связывание
примесной меди этим хелатором не влияло на по-
явление соответствующих S-нитрозотиолов в
растворах Б-ДНКЖ при их распаде.

Таким образом, есть основание полагать, что
обнаруженное ранее в работах [8, 13] высвобож-
дение нитрозильных лигандов из Б-ДНКЖ-GSH
в подкисленных растворах, прогревавшихся
при 80°С в анаэробных условиях, только в
форме нейтральных молекул NO было обусловле-
но восстановительным действием глутатиона на
высвобождающиеся из этих комплексов катионы
нитрозония. Этот эффект мог сниматься в ре-
зультате окисления избытка глутатиона в раство-
рах Б-ДНКЖ-GSH кислородом при выдержива-
ние этих растворов, что, по-видимому, имело ме-
сто в наших экспериментах, описанных в работах
[8, 13]. 

В связи с этим не исключено, что упоминав-
шееся выше образование S-нитрозотиолов
при прогреве подкисленных 0.5 мМ растворов
Б-ДНКЖ при 80°С на воздухе вне зависимости от
соотношения тиолов и железа в растворах этих
комплексов могло быть обусловлено быстрым
окислением избытка тиолов кислородом воздуха
в ходе повышения температуры растворов от ком-
натной температуры до 80С. 

Образование нитрита при распаде Б-ДНКЖ-
GSH в анаэробных условиях под действием ферри-
цианида калия. В соответствии с предложенным
на схеме 3 с механизмом распада ДНКЖ с тиолсо-
держащими лигандами, например, в результате
блокады тиоловых групп соответствующими реа-
гентами или их окисления, вместо S-нитрозотио-
лов в растворах Б-ДНКЖ должны были при ней-
тральных значениях рН накапливаться анионы
нитрита, причем в количестве, равном в моляр-
ном выражении количеству высвобождающихся
из Б-ДНКЖ нейтральных молекул NO. Такого
рода опыты с окислением тиоловых групп в Б-
ДНКЖ-GSH на воздухе показали, что действи-
тельно нитрит, появляющийся в растворе, в соот-
ветствии со схемой 3 включал в себя ровно поло-
вину нитрозильных лигандов, входивших в состав
Б-ДНКЖ [8, 13]. Однако в экспериментах с бло-
кадой тиоловых групп в этих комплексах пара-
хлормеркурийбензоатом в анаэробных условиях
нитрит не обнаруживался, а оптическим методом
регистрировался только газообразный NO в ко-
личестве, соответствующем включению в NO 75–
80% нитрозильных лигандов Б-ДНКЖ [8, 13].
Было предположено, что нитрит в этих опытах
возникал, однако подкисление растворов Б-ДН-
КЖ в ходе их распада приводило к его превраще-
нию в азотистую кислоту, реакция диспропрцио-
нирования которой приводила к накоплению в
газовой фазе дополнительного количества NO
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(наряду с выделяющимся из распадающихся Б-
ДНКЖ). 

В связи с этим необходимо было показать, что
распад Б-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами
в анаэробных условиях, вызванный удалением
этих лигандов из координационной сферы желе-
за, действительно при нейтральных значениях рН
приводит к накоплению в растворе анионов нит-
рита, образующихся в результате гидролиза кати-
онов нитрозония, высвобождающихся из Б-ДН-
КЖ. Такого рода результат был получен в настоя-
щей работе при изучении распада Б-ДНКЖ-
GSH, вызванного в анаэробных условиях окисле-
нием тиоловой группы в глутатионе феррициани-
дом калия (FeCN) (рис. 6). 16 мл 8мМ раствора Б-
ДНКЖ-GSH в 200 мМ HEPES-буфере при рН 7.4
помещали в модифицированный аппарат Тун-
берга (рис. 3б) с последующей откачкой воздуха
из этого аппарата. Предполагалось, что высокая
концентрация буфера в этом растворе должна бы-
ла обеспечить сохранение нейтрального значения
рН, которое могло снижаться в результате гидро-
лиза катионов нитрозония, высвобождаюшихся
из Б-ДНКЖ.

Сразу же после добавления FeCN (80 мМ) к
раствору Б-ДНКЖ-GSH при 60°С в анаэробных
условиях начиналось бурное выделение из рас-

твора газообразного NO, уровень которого в ап-
парате оценивали по его спектру поглощения, ре-
гистрируемому в цилиндрической кювете, присо-
единенной к аппарату. Через 20 мин этот уровень
достигал плато, соответствующего высвобожде-
нию в форме NO половины нитрозильных лиган-
дов, что было равно количеству Б-ДНКЖ-GSH
в пересчете на один атом железа в этих комплек-
сах – 128 микромолей в 100 мл свободного объема
аппарата Тунберга, равного свободному объему
этого аппарата после введения в него 16 мл рас-
твора Б-ДНКЖ-GSH.

После этого газообразный NO, высвободив-
шийся из Б-ДНКЖ, откачивали вакуумным насо-
сом, затем в верхнюю часть аппарата после его от-
крытия на воздухе вводили несколько капель
концентрированной серной кислоты, которая
смешивалась с оставшимся в нижней части аппа-
рата раствором после откачки воздуха из аппара-
та. Предполагалось, что нитрит, который образо-
вался в результате гидролиза катионов нитрозо-
ния, высвободившегося из Б-ДНКЖ в
количестве, равном (в соответствии со схемой 3)
половине нитрозильных лигандов в исходных Б-
ДНКЖ-GSH, должен был после превращения
нитрита в азотистую кислоту перейти в форме NO
в газовую фазу и обеспечить появление соответ-

Рис. 6. Изменение оптического спектра NO в газовой фазе, зарегистрированного в модифицированном аппарате
Тунберга, схема которого приведена на рис. 3б, в ходе распада 16 мл 8 мМ раствора Б-ДНКЖ-GSH в 200 мМ HEPES-
буфере при рН 7.4, вызванного добавлением к раствору феррицианида калия (FeCN) в конечной концентрации 80 мМ
с последующим подкислением раствора. Кривая 1 – спектр поглощения стандартного образца газообразного NO
(125 микромолей в 100 мл свободного объема аппарата Тунберга. Кривые 2 и 3 – четыре эквидистантные полосы
поглощения NO, зарегистрированные через 15 и 20 мин после добавления FeCN к раствору Б-ДНКЖ-GSH при
рН 7.4, нагретому до 60°С, в откачанном аппарате Тунберга. Кривые 4 и 5 – первые две (из четырех) эквидистантных
полос поглощения NO, зарегистрированные в повторно откачанном аппарате Тунберга через 15 и 20 мин после
подкисления раствора серной кислотой. Дрейф нулевой линии в спектрах обусловлен загрязнением торцевых стенок
цилиндрической кюветы аппарата Тунберга частицами берлинской лазури, образующейся в реакции FeCN c
двухвалентным железом, высвобождающимся из Б-ДНКЖ.
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ствующих полос поглощения. Действительно,
удалось зарегистрировать две первые длинновол-
новые полосы, интенсивность которых через
20 мин после подкисления раствора достигала
плато. Зарегистрировать остальные две коротко-
волновые полосы поглощения NO было невоз-
можно из-за сдвига нулевой линии вследствие за-
грязнения торцевых стенок цилиндрической кю-
веты аппарата Тунберга попадавшими на них
частицами берлинской лазури, образующейся в
реакции FeCN c высвобождавшимся из Б-ДНКЖ
двухвалентным железом.

Количество NO, перешедшего из подкислен-
ного нитрита в газовую фазу, оказалось равным
~90 микромолей на 100 мл свободного объема ап-
парата Тунберга, что соответствовало превраще-
нию в NO 70% нитрита, предположительно обра-
зовавшегося при распаде Б-ДНКЖ-GSH, вы-
званном FeCN. Эксперименты, поставленные с
целью проверки эффективности превращения
нитрита в NO в кислой среде, результаты которых
приводятся на рис. 7, показали, что действитель-
но примерно 70% нитрита превращаются в этих
условиях в NO. Из 15 мл 10 мМ раствора нитрита
натрия, т.е. из 150 микромолей нитрита, в анаэ-
робных условиях при рН 2.0 высвобождалось
примерно 100 микромолей NO – ~70% от
150 микромолей. 

Эту величину легко получить из следующих
расчетов. Протонизация 150 микромолей нитрита
приводит к его превращению в 150 микромолей
азотистой кислоты, которая в результате реакции
диспропорционирования (реакция 3, представ-
ленная во введении) дает по 75 микромолей NO и
NO2. Далее пары молекул NO2 в ходе гидролиза
превращаются в равном количестве (37.5 микро-
молей) в молекулы азотистой и азотной кислот.

Затем из 37.5 микромолей азотистой кислоты
снова образуются по ~18 микромолей NO и NO2,
и далее процесс повторяется по описанному вы-
ше пути, так что в его конце в газовой фазе долж-
но накапливаться ~100 микромолей NO, или ~
70% от исходного количества нитрита.

Таким образом результаты и этих эксперимен-
тов находятся в полном соответствии с механиз-
мом распада Б-ДНКЖ с тиолсодержащими ли-
гандами, приведенным на схеме 3. Они показыва-
ют, что действительно в ходе этого процесса из
этих комплексов могут высвобождаться катионы
нитрозония в количестве, равном половине нит-
розильных лигандов в этих комплексах или их
концентрации в пересчете на один атом железа в
этих комплексах. Сохранение этих катионов в
условиях устранения тиолсодержащих лигандов
(в результате окисления) показывает, что ионы
Fe2+ сами по себе без участия тиолов не способны
были восстанавливать катионы нитрозония.

Двухвалентное железо катализирует в анаэроб-
ных условиях превращение молекул NO в анионы
нитрита. Вывод, сделанный в предыдущем разде-
ле, подтверждается результатами исследований
распада М-ДНКЖ с лигандами нетиоловой при-
роды со спином S = 1/2, существование которых
было продемонстрировано еще в 1960-е годы
уже в первом ЭПР-исследовании низкоспиновых
М-ДНКЖ с различными анионными лигандами
[42]. Последующие исследования, проведенные в
1980-е годы нашей группой, показали, что наряду
с указанными низкоспиновыми М-ДНКЖ, ха-
рактеризующимися сравнительно узкими сигна-
лами ЭПР со значениями g-фактора в диапазоне
2.05–2.014 (gср = 2.03), в тех же растворах, исходно
содержащих ионы Fe2+ и лиганды нетиоловой

Рис. 7. Верхняя кривая – спектр поглощения газообразного NO, высвободившегося из 15 мл 10 мМ раствора нитрита
в течение 1 ч при 60°С после его подкисления до рН 2.0. Нижняя кривая – спектр поглощения стандартного образца
газообразного NO (75 микромолей NO в 100 мл свободного объема аппарата Тунберга).
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природы, такие как фосфат, цитрат или аскорбат,
при их обработке газообразным NO возникают
также высокоспиновые (с S = 3/2) мононитро-
зильные комплексы железа (МНКЖ), характери-
зующиеся сравнительно широким сигналом ЭПР
со значениями g-фактора в диапазоне 4.0–2.0
[43–45]. Такая же смесь низкоспиновых и высо-
коспиновых нитрозильных комплексов железа
(соответственно ДНКЖ и МНКЖ) возникала
при обработке оксидом азота чисто водных рас-
творов Fe2+, так что в этих комплексах в качестве
лигандов выступали молекулы воды [43–45] 

В настоящей работе были синтезированы нит-
розильные комплексы железа с ЭДТА, водой и
(для сравнения) с NAC, спектры ЭПР которых
представлены на рис. 8а. На рис. 8б приведены
спектры оптического поглощения, характерные
для МНКЖ с лигандами нетиоловой природы, в
нашем случае – для МНКЖ с ЭДТА или молеку-
лами воды. 

Синтез обоих типов нитрозильных комплек-
сов железа – высокоспиновых МНКЖ и низкос-
пиновых ДНКЖ – проводили следующим обра-
зом. В нижнюю часть аппарата Тунберга, приве-
денного на рис. 3а, вводили в 4 мл воды ЭДТА
(100 мМ) + HEPES-буфер (30 мМ), только
HEPES-буфер (30 мМ) или 50 мМ NAC + HEPES-
буфер (30 мМ) – все при нейтральных значениях
рН, а в верхнюю часть аппарата – 1 мл дистилли-
рованной воды при рН 5.0–5.5. После откачки
воздуха в верхнюю часть аппарата вводили сухой
порошок FeSO4⋅H2O, так что его концентрация
при последующем смешивании растворов в ниж-
ней и верхней частях аппарата составляла 20 мМ.
После вторичной откачки воздуха в аппарат вво-
дили газообразный NO и после пятиминутного

встряхивания аппарата, когда раствор железа в
дистиллированной воде приобретал зеленую
окраску, смешивали его с раствором в нижней ча-
сти аппарата и после последующего пятиминут-
ного встряхивания в присутствии NO аппарат от-
качивали с последующим быстрым заморажива-
нием в жидком азоте полученного раствора в
ампуле для ЭПР-исследований диаметром 4 мм. 

В полном соответствии с результатами нашей
предыдущей работы [43] в растворах Fe2+ c
HEPES-буфером были зарегистрированы сигна-
лы ЭПР высокоспиновых МНКЖ и низкоспино-
вых ДНКЖ c молекулами воды в качестве лиган-
дов (рис. 8а, спектр 2), тогда как растворах Fe2+ c
ЭДТА или с NAC – сигналы ЭПР соответственно
только высокоспиновых МНКЖ с ЭДТА, харак-
теризующиеся значениями g⊥ = 4.0 и g|| = 2.0), или
низкоспиновых М-ДНКЖ с NAC, характеризую-
щиеся значениями g⊥ =2.04, g||.=2.014 (gср = 2.03)
(рис. 8a, спектры 1 и 3). 

Следует отметить, что использование раствора
Fe2+ в дистиллированной воде было обязатель-
ным для синтеза указанных комплексов, по-
скольку только в дистиллированной воде при
рН 5.0–5.5 можно было полностью растворить
соль двухвалентного железа. После контакта с NO
ионы Fe2+, связавшиеся с NO, могли включаться
в водный раствор в нижней части аппарата, со-
державший при нейтральных значениях рН
ЭДТА, HEPES или NAC с образованием соответ-
ствующих МНКЖ с ЭДТА или молекулами воды
и М-ДНКЖ с водой или NAC.

В отличие от ДНКЖ с тиолсодержащими ли-
гандами, как МНКЖ, так и М-ДНКЖ с молеку-
лами воды в качестве лигандов сохранялись в вод-

Рис. 8. (а) – Спектры ЭПР нитрозильных комплексов железа с ЭДТА (спектр 1), водой (спектр 2) и NAC (спектр 3),
зарегистрированные при 77 К; (б) – спектры оптического поглощения, характерные для нитрозильных комплексов
железа с ЭДТА или водой.
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ных растворах при нейтральных значениях рН
только в присутствии газообразного NO. При от-
качке последнего через 10–20 мин эти комплексы
полностью распадались, при этом высвобождав-
шиеся из них ионы Fe2+ выпадали из раствора в
форме нерастворимых в воде гидроокисных ком-
плексов, резко повышавших мутность раствора.
Последнее устранялось подкислением получив-
шихся суспензий до рН 1–2. Если после этого в
полученные таким образом растворы сразу после
их подкисления вводили тиолы, например глута-
тион в концентрации 50 мМ, в спектре оптиче-
ского поглощения растворов появлялись полосы
на 334 и 543 нм, характерные для GS-NO (рис. 9).
Характерно, что при этом по мере растворения
гидроокисных осадков железа из-за ослабления
интенсивности светорассеяния растворов базо-
вая линия снижалась практически до нуля (рис. 9,
кривые 2 и 3). 

Появление полос поглощения GS-NO, оче-
видно, было обусловлено S-нитрозированием
глутатиона молекулами азотистой кислоты, обра-
зующейся при подкислении нитрита, который в
соответствии со схемой 3 должен был возникать
при распаде М-ДНКЖ с молекулами воды, как
лигандами нетиоловой природы. Что касается
возможности S-нитрозирования глутатиона вы-
сокоспиновыми МНКЖ с молекулами воды, од-
на из резонансных структур которых описывается
как Fe+NO+ и могла бы выступать в качестве до-
нора катиона нитрозония, такая возможность для
указанных комплексов не реализуется. В пользу
этого свидетельствует факт отсутствия S-нитро-
зирующей активности у нитрозильных комплек-

сов железа с ЭДТА. Эти комплексы существуют
только в форме высокоспиновых МНКЖ, не об-
разуя (как это следует из рис. 8) их динитрозиль-
ных аналогов

Образование GS-NO в водных растворах, об-
работанных газообразным NO, наблюдалось и в
отсутствие экзогенных ионов Fe2+ в этих раство-
рах (рис. 9, кривая 1). Этот процесс был обуслов-
лен наличием в газообразном NO примеси NO2.
Его уровень существенно снижался при очистке
NO от примеси NO2 методом низкотемператур-
ной сублимации в вакуумированном сосуде.

Эксперименты, проведенные на растворах
нитрозильных комплексов железа с фосфатом,
представленных, как и ДНКЖ с молекулами во-
ды, высокоспиновыми МНКЖ и низкоспиновы-
ми М-ДНКЖ, показали, что распад последних
также (в соответствии со схемой 3) сопровождает-
ся высвобождением нитрита, образующим GS-
NO при подкислении растворов нитрита с после-
дующим добавлением к ним глутатиона (данные
не приводятся).

Таким образом, включение молекул NO в
М-ДНКЖ с лигандами нетиоловой природы в ка-
честве нитрозильных лигандов может обеспечи-
вать превращение половины из них в катионы
нитрозония. Высвобождаясь из комплексов,
эти катионы превращаются в результате гидроли-
за при нейтральных значениях рН в анионы нит-
рита.

Рис. 9. Образование GS-NO как индикатора превращения оксида азота (NO) в анионы нитрита, появлявшегося при
распаде М-ДНКЖ с молекулами воды. М-ДНКЖ были синтезированы путем обработки водных 30 мМ растворов
HEPES газообразным NO в присутствии 20 мМ ионов Fe2+ (кривые 2 и 3). Кривая 1 получена при такой же обработке
растворов HEPES, но без добавления к ним ионов Fe2+. Приводятся зарегистрированная в указанных растворах
полоса оптического поглощения GS-NO на 334 нм (а) и зарегистрированная при большей чувствительности
спектрометра полоса на 543 нм (б). На врезке (кривая 1а) – увеличенный фрагмент кривой 1.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Способность ДНКЖ с тиолсодержащими ли-

гандами высвобождать при распаде нейтральные
молекулы NO и катионы нитрозония делает воз-
можной их регенерацию по двум путям, приводи-
мым на схеме 6 – в реакции Fe2+, газообразного
NO и тиолов (реакции 1) и реакции Fe2+, S-нит-
розотиолов (RS-NO) и тиолов (реакции 2). Эти
реакции, в соответствии с их механизмами, ука-
занными на схемах 2 и 4, необратимы из-за пре-
вращения NO и тиолов соответственно в закись
азота и дисульфиды. Это превращение можно
рассматривать в качестве «сгорания» основных
«топливных компонентов системы», показанной
на схеме 6 – NO и тиолов, обеспечивающих при

воспроизводстве этих агентов существование
указанной системы как самоподдерживающейся,
саморегулирующейся системы реакций 1 и 2, ре-
акций химического равновесия, устанавливаю-
щихся между М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ, а также меж-
ду ними и составляющими их компонентами.
Так, в зависимости от соотношения уровней NO
и RS-NO в этой системе может попеременно до-
минировать либо реакция 1, либо реакция 2. По
мере расходования NO в реакции 1 и накопления
RS-NO cинтез М-ДНКЖ начинает протекать по
реакции 2 и, наоборот, по мере расходования RS-
NO и накопления NO снова начинает доминиро-
вать реакция 1.

Схема 6. Саморегулирующаяся система реакций химического равновесия, устанавливающихся между М- 
и Б-ДНКЖ, а также между ними и составляющими их компонентами.

Таким образом, для этой системы не исключа-
ется колебательный режим ее существования и
более того появление автоволн, о чем свидетель-
ствуют результаты наших исследований, опубли-
кованных в работах [19, 46].

Самоподдерживающийся, саморегулирую-
щийся режим существования системы, приведен-
ной на схеме 6, вполне возможен в живых орга-
низмах, в которых может поддерживаться на ста-
ционарном уровне концентрация «топливных»
компонентов указанной системы –NO и тиолов.
В отсутствие такого воспроизводства эта система
перестает функционировать, но может снова на-
чать работать при возобновлении ее снабжения
NO или тиолами, причем этот процесс может раз-
виваться по следующим сценариям. При блокаде
поставки NO указанная система должна сразу же
останавливаться, и ее последующая реконструк-
ция, а именно возобновление в ней соответству-
ющих реакций, может начаться сразу после нача-
ла снабжения системы газообразным NO. При за-
медлении снабжения системы тиолами,
вызванном, например, их окислением или блока-
дой тиоловыми реагентами, катионы нитрозония
должны вместо реакции S-нитрозирования
включаться в реакцию гидролиза, приводящую к
превращению катионов нитрозония при ней-

тральных значениях рН в нитрит-анионы – ко-
нечный продукт распада рассматриваемой систе-
мы, что и наблюдалось в эксперименте (рис. 6).
При нейтральных значениях рН этот процесс был
необратимым, поскольку при этих рН нитрит сам
по себе не мог инициировать образования
ДНКЖ. В этом случае рассматриваемую систему
можно было реконструировать только при добав-
лении в нее тиолов с последующим их превраще-
нием в S-нитрозотиолы в реакции с нитритом в
кислой среде. Последующее повышение рН до
нейтральных значений в присутствии ионов Fe2+

должно было (по реакции 2 на схеме 6) обеспе-
чить образование М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ.

Как показали наши предыдущие исследования
[8, 13] и исследования, изложенные в настоящей
работе, распад химической системы, приведен-
ной на схеме 6, можно было инициировать прото-
нированием тиолсодержащих лигандов в Б-ДН-
КЖ, обеспечивающим разрыв связи между иона-
ми железа и атомами тиоловой серы в этих
комплексах. Этот процесс усиливался при подо-
греве их кислотных растворов. Высвобождающи-
еся при этом протонированные тиолы могли свя-
зываться с катионами нитрозония и образовы-
вать с ними S-нитрозотиолы, что наблюдалось
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2

+ +
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4 22
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как в прошлых исследованиях [8, 13], так и в на-
стоящей работе (рис. 5 и 6). Вместе с тем, как по-
казал эксперимент, протонированные тиолы бы-
ли не способны связываться с ионами Fe2+ и тем
самым обеспечивать при участии S-нитрозотио-
лов образование в кислой среде соответствующих
ДНКЖ. Это и приводило к обнаруживаемому на-
коплению в этой среде S-нитрозотиолов в коли-
честве, равном половине нитрозильных лиган-
дов, имевшихся в исходных Б-ДНКЖ.

Предложенный механизм образования
М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ с тиолсодержащими ли-
гандами основывается на предположении о воз-
можности реакции диспропорционирования мо-
лекул NO при их связывании с ионами Fe2+ (схе-
мы 1 и 2). Такая возможность обсуждается и
другими авторами [47–49], но в отличие от меха-
низма, описанного в данной работе, они объяс-
няют, исходя этого предположения, образование
при распаде ДНКЖ только диоксида и закиси
азота (NO2 и N2O) как результата гидролиза обра-
зующихся при диспропорционировании двух мо-
лекул NO – катиона нитрозония и аниона нит-
роксила. Что касается направления наших иссле-
дований, они касаются изучения возможности
образования в ходе этих процессов S-нитрозо-
тиолов, т.е реакции, способной успешно конку-
рировать с реакцией гидролиза катионов нитро-
зония. В этом отношении основной результат на-
стоящей работы состоит в том, что образование
S-нитрозотиолов при распаде М-ДНКЖ и Б-ДН-
КЖ с тиолсодержащими лигандами может суще-
ственно затрудняться из-за восстановления кати-
онов нитрозония тиолами при посредстве ионов
железа как катализаторов этого процесса. 

Следует отметить, что предположение о роли
реакции диспропорционирования молекул NO в
процессе образования ДНКЖ восходит (в соот-
ветствии с информацией, приводимой в работах
[50, 51]) еще к пионерским работам Джозефа
Пристли – великого английского ученого, от-
крывшего в XYIII веке не только азот, но и моно-
оксид азота, а также реакцию последнего с желе-
зом, приводящей как к образованию железонит-
розильных комплексов, так и к реализации
реакции диспропорционирования молекул NO
до закиси и диоксида азота.

В последнее время был предложен другой ме-
ханизм образования М и Б-ДНКЖ с тиол-содер-
жащими лигандами в водных растворах в ходе ре-
акции ионов Fe2+, тиолов и газообразного NO
[52, 53]. Авторы этих работ полагают, что пара-
магнетизм возникающих при этом М-ДНКЖ на
первой стадии их образования обеспечивается
одноэлектронным восстановлением мононитро-
зильной (Fe2+-NO ↔ Fe+-NO+) группы одним из
тиолсодержащих соединений, участвующих в об-

разовании указанных комплексов. В результате
электронная конфигурация железа в этой группе
переходит из d7- в d8-конфигурацию, а при после-
дующем связывании с железом второй молекулы
NO и тиолсодержащей молекулы, приводяшем к
окончательному образованию М-ДНКЖ, желе-
зодинитрозильная группа в этих комплексах на-
чинает характеризоваться d9-электронной кон-
фигурацией железа или, как представлено в рабо-
те [54], структурой {Fe(NO)2}9. В качестве
экспериментального факта, подтверждающего
вышеизложенное предположение о механизме
образования парамагнитных М-ДНКЖ с тиолсо-
держащими лигандами, авторы работы [53] ука-
зывают на обнаруженное ими появление в рас-
творе синтезируемых комплексов тиильного ра-
дикала (RS·), образующегося в результате
одноэлектронного окисления тиола железомоно-
нитрозильной (Fe-NO) группой.

Вывод о локализации на d-орбиталях железо-
динитрозильной группы в М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ
с тиолсодержащими лигандами девяти электро-
нов находится в полном соответствии с пред-
ставлениями многих исследователей этих ком-
плексов, основанными на результатах рентгено-
структурных кристаллографических исследова-
ний М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ с тиолсодержащими
лигандами [55–60]. Поскольку, согласно этим ис-
следованиям, железодинитрозильная группа,
включая атомы тиоловой серы, характеризуется в
кристаллическом состоянии тетраэдрической
пространственной структурой, то парамагнетизм
моноядерной формы ДНКЖ с S = ½ может обес-
печиваться локализацией на верхних t2g (dxz, dyz и
dxy) орбиталях пяти электронов (девять электро-
нов суммарно на всех d-орбиталях). При этом
предполагается, что при растворении ДНКЖ ука-
занная тетраэдрическая пространственная струк-
тура этих комплексов и соответствующая ей элек-
тронная структура полностью сохраняется, что
полностью согласуется с выводами авторов рабо-
ты [53] о d9-электронной конфигурации железа в
ДНКЖ, синтезируемых в растворе.

Таким образом в настоящее время существуют
два взаимоисключающих представления об элек-
тронной структуре ДНКЖ с тиолсодержащими
лигандами, характеризующейся либо d9-, либо
d7-электронной конфигурацией железа в железо-
динитрозильных фрагментах этих комплексов.
Вопрос о справедливости какого-либо из этих
представлений остается открытым. Единствен-
ное, что позволяет, по мнению автора настоящей
работы, отдать предпочтение d7-конфигурации –
это то, что в ее рамках легко обьяснить на основе
схемы 3 способность М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ вы-
ступать в качестве доноров не только нейтраль-
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ных, газовых молекул NO, но и катионов нитро-
зония, превращающихся либо в S-нитрозотиолы,
либо в анионы нитрита. 
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Free Radical Nature of Nitric Oxide Molecules as a Determinant 
of Their Transformation into Nitrosonium Cations in Living Systems

 A.F. Vanin

Semenov Federal Research Center of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia 

Institute of Regenerative Medicine, Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Health of Russian 
Federation, Trubetskaya ul. 8/2, Moscow, 119991 Russia

The paper presents novel results that confirm our previous conclusion that the binuclear form of biologically
active dinitrosyl iron complexes (B-DNIC) with thiol-containing ligands (glutathione or N-acetyl-L-cyste-
ine) may act as  a donor of nitrosonium cations which are responsible for S-nitrosothiol formation during B-
DNIC decomposition in acid solutions under aerobic/anaerobic conditions. The presence of nitrosonium
cations within the composition of B-DNIC is determined by a dispropoportionation reaction between free
radical NO molecules while binding to Fe2+ cations (two molecules for one ion) during B-DNIC synthesis.
When thiol-containing ligands are oxidized in DNIC or inhibited by thiol-specific reagents released during
decomposition of these DNIC at neutral pH values, nitrosonium cations undergo hydrolysis followed by
transformation into nitrite anions. Similar transformation occurs when mononuclear DNIC (M-DNIC)
with non-thiol ligands are decomposed at neutral pH values. It was found that S-nitrosothiol formation in
the decomposition process of B-DNIC with thiol-containing ligands at acid pH values can be prevented in
the presence of free thiol molecules (not present within the composition of B-DNIC) in two-threefold excess
with regard to the content of B-DNIC. This inhibition is due to reduction of nitrosonium cations to NO mol-
ecules induced by free thiol molecules with participation of iron ions as catalytic agents. Therefore, both
forms of DNIC (M- and B-DNIC) which form in living systems can act not only as the donors of nitric oxide
recognized now as one of universal regulators of metabolic processes but also as the donors of nitrosonium
cations that initiate the S-nitrosation process of low- and high-molecular (protein-bound) thiols. 

Keywords: dinitrosyl iron complexes, NO, S-nitrosothiols, EPR
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Выяснение физических принципов формиро-
вания уникальных структур биомакромолекул и
механизмов их функционирования на протяже-
нии десятилетий остается актуальной проблемой
молекулярной биофизики. Фундаментальные
вопросы относительно механизмов внутримоле-
кулярного и надмолекулярного структурообразо-
вания, работы макромолекул как молекулярных
машин остаются в значительной степени невыяс-
ненными.

Настоящая работа посвящена выявлению
закономерностей в распределении вторичных
структур, образующих динамичный каркас бел-
ковых молекул. Исследования по выявлению за-
кономерностей и соответствий между «хираль-
ным» строением белка и его функциями могут
позволить глубже понять тонкие механизмы кон-
формационных подвижек в глобулах белков при
их функционировании, в частности, посредством
анализа структуры их полипептидной цепи. В ос-
нове данной работы лежит анализ знака хираль-
ности исследуемых структур. А само явление
хиральности, как мы считаем, играет одну из
ключевых ролей в фолдинге белка, т.е. в сворачи-
вании полипептидной цепи. 

Попытки прогнозирования вторичных струк-
тур белков по известной первичной структуре
проводились еще во второй половине прошлого
столетия. В частности, в 1970-х годах П. Чоу и Г.
Фасман сумели разработать метод прогнозирова-

ния вторичных структур с точностью в пределах
от 50 до 60% [1]. Анализ наличия вторичных
структур в белках встречается в значимой работе
Н.Г. Есиповой и соавт. [2]. Однако в предыдущих
исследованиях не было получено распределение
структур по цепи, а только их количественное со-
держание в белке в целом. Кроме того, не учиты-
вался знак хиральности вторичных структур бел-
ков. В работах А.А. Замятнина было замечено, что
многие молекулы олигопептидов равной длины
выполняют одинаковую функцию [3]. Возможно,
что для более высоких, нежели первичные, струк-
турных уровней организации белков «хиральные»
закономерности их строения будут более явно от-
ражать их функции.

Ранее нами было выдвинуто и обосновано
положение относительно закономерной регуляр-
ности хиральных соответствий во внутри- и над-
молекулярных структурах, а также в сетях био-
синтеза и метаболизма. Показано, что система
хиральных соответствий молекулярных структур
составляет своего рода периодическую таблицу
молекулярной биологии. В макромолекулярных
системах впервые были выделены как хиральные
инварианты знакопеременные иерархии хи-
ральных структур в последовательностях от
«нижнего» ассиметричного атома углерода в sp3-
гибридизации до суперспиралей и надмолекуляр-
ных структур [4–7]. Последовательность смены
знака хиральности в структурно-функциональ-
ной иерархии белковых структур стартует с лево-
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го энантиомера: L–D–L–D. Белки, как из-
вестно, – линейные полимеры, сложенные из
остатков L-аминокислот [8]. Образуя вторичную
структуру, полипептидная цепь может уклады-
ваться в правую α-спираль или в складчатый
β-слой. Встречаются и другие регулярные струк-
туры, но значительно реже. Элемент третичной
структуры белков – суперспираль coiled coil –
представлен взаимодействующими α-спиралями.
Практически во всех случаях, когда визуально
наблюдается внутримолекулярное тесное пере-
крытие α-спиралей, выявлена однозначная
тенденция их свивания в левую суперспираль.
Четвертичная структура белков представлена
надмолекулярными структурами, сформирован-
ными преимущественно при правой укладке ле-
вых суперспиралей.

Тот факт, что цепи белка построены из L-ами-
нокислот, не означает полное отсутствие D-ами-
нокислот в биологических системах. L-амино-
кислоты отбираются транспортной РНК для син-
теза первичной цепи белка в рибосомах. В то же
время D-аминокислоты, как известно, отвечают
за регуляторные – гормональные, морфогенети-
ческие и другие – процессы [9].

РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ВТОРИЧНЫХ СТРУКТУР 
ПО ПОЛИПЕПТИДНОЙ ЦЕПИ БЕЛКОВ

На данном этапе исследования мы проводили
анализ распределения вторичных структур в по-
липептидных цепях. Подборку белков проводили
с использованием электронной базы данных Pro-
tein Data Bank (PDB) [10]. Структура молекул в
электронном ресурсе представлена в виде тексто-
вого файла определенного формата (.pdb). Для
обработки этих файлов был разработан специаль-
ный алгоритм и реализован в виде программы на
языке С++.

В настоящей работе были рассмотрены восемь
функциональных классов белков в соответствии с
классификацией PDB: белки вирусов (всего иссле-
довано 109 белковых цепей, из которых уникаль-
ных – 26), шапероны (40 цепей, уникальных – 15),
изомеразы (39 цепей, уникальных – 17), оксидоре-
дуктазы (141 цепь, уникальных – 42), гидролазы
(90 цепей, уникальных – 41), структурные (29 це-
пей, уникальных – 22), белки экзо- и эндоцитоза
(9 цепей, уникальных – 6) и белки транспорта
электронов (8 цепей, уникальных – 5). Таким об-
разом, суммарно проанализированы 174 уникаль-
ные белковые структуры, рассмотрено 465 цепей,
состоящих из более 145 тысяч аминокислотных
остатков. 

В результате анализа было выявлено, что 31%
аминокислотных остатков не образует регуляр-
ные вторичные структуры, 57% остатков входят в
спирали, 53% из которых приходится на α-спира-
ли и 4% – на спирали 310, 12% остатков образуют
β-листы. Полученное распределение приведено
на рис. 1.

Данный результат можно сравнить со значе-
ниями из исследований П. Чоу и Г. Фасмана [1].
Согласно результатам их работы, на α-спирали
должно приходиться 38% аминокислотных остат-
ков, 20% – на β-структуры и 42% – на так называ-
емые спонтанные кольца. В работе [11] указано,
что от 32 до 38% всех аминокислотных остатков
глобулярных белков входят в состав α-спиралей.
Заметные расхождения можно объяснить выбо-
ром белков. В нашей работе результаты основаны
на анализе выбранных восьми функциональных
классов белков, а количественное содержание тех
или иных вторичных структур связано с функци-
ей белка. 

Также следует отметить, что все исследован-
ные спирали были правозакрученными, что в
очередной раз подтверждает концепцию о зако-

Рис. 1. Количественное содержание вторичных структур в исследованных белках.
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номерной смене знака хиральности. Однако в ра-
боте [2] было показано, что в исследованных
группой образцах в состав правозакрученных
спиралей входят лишь 55.7% аминокислотных
остатков. В первую очередь, это можно объяснить
наличием в рассмотренных исследователями бел-
ках левых спиралей типа полипролин II, харак-
терных для исследованных функциональных
классов.

Результаты анализа представлены в виде гра-
фиков распределения вторичных структур по це-
пям (рис. 2). 

Общая длина каждой цепи нормирована и
представляет собой горизонтальную ось длиной в
100 ячеек-координат (x). Вертикальная ось отра-
жает общее количество вторичных структур, нор-
мированных на общее число рассматриваемых
цепей, приходящееся на данную координату (N). 

Рис. 2. Распределения вторичных структур по полипептидной цепи. По оси абсцисс отложены нормированные
координаты, по оси ординат – количество структур, нормированное на общее число цепей.
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На основе представленных диаграмм выявле-
но общее свойство, замеченное у белков исследо-
ванных групп: преобладание нерегулярных
участков в начале и в конце цепей, что согласует-
ся с упрощенным представлением о белковой
глобуле как о гидрофобном ядре в гидрофильной
оболочке. 

Обнаружены закономерности для структур
каждого из рассмотренных классов. У вирусных
белков обнаружено высокое содержание α-спира-
лей на протяжении всей первичной цепи белка.
Исследованные белки являются молекулами,
имеющими палочкообразную форму. Обилие
распределенных по первичной цепи α-спиралей
может объяснять палочковидную структуру мно-
гих молекул, что обуславливает их прочность для
формирования жесткого капсида. 

В начале цепей шаперонов отмечено высокое
содержание нерегулярных структур, которое поз-
же постепенно уменьшается, но в то же время
есть несколько заметных максимумов на протя-
жении всей цепи. Интересно, что в исследован-
ных цепях присутствует не слишком большое ко-
личество β-листов, что абсолютно не характерно
для данного класса. Это связано с тем, что в базе
данных хранится информация о субъединице, ко-
торая не образует характерную для данного клас-
са структуру «бочонка».

В исследованных изомеразах выявлено высо-
кое содержание и α-спиралей, и β-листов. При
этом во второй половине цепи α-спиралей стано-
вится еще больше по сравнению с первой. Воз-
можно, скопление α-спиралей в последней чет-
верти соответствует формированию активного
центра: жесткие спирали могут образовать струк-
туру, которая будет избирательно специфична к
субстрату, определяя четкую комплементарность. 

В оксидоредуктазах вероятно появление как
регулярных вторичных структур, таких как α-спи-
рали, β-листы, спирали 310, так и нерегулярных
структур вдоль всей цепи. Четких тенденций в
распределении не обнаружено, за исключением
наличия заметного максимума скопления нерегу-
лярных структур в середине цепи. Возможно, от-
сутствие четких закономерностей связано со спе-
цифичностью взаимодействия фермента и суб-
страта, когда включается кофермент. Возможно,
что для специфики данного типа ферментов, свя-
занных с переносом электрона или протона, важ-
на не столько локальная жесткая структура,
сколько химический набор аминокислотных
остатков молекулы в определенных местах цепи. 

В гидролазах, так же как и в оксидоредуктазах,
не выявлены закономерности в распределении
вторичных структур по цепи. Однако содержание
α-спиралей постепенно увеличивается от одного
конца молекулы к другому. Соображения о

специфике результата могут быть подобны
предыдущим. 

В структурных белках выявлено низкое содер-
жание β-листов, спиралей 310 и нерегулярных
структур. Здесь содержание α-спиралей имеет не-
сколько минимумов, естественно, совпадающих
с максимумами содержания нерегулярных струк-
тур. Большое количество спиралей обеспечивает
жесткую структуру всей молекулы, что, безуслов-
но, важно для структурных белков, отвечающих
за механическую прочность клетки. Несколько
максимумов по нерегулярным структурам могут
обеспечивать механическую подвижность моле-
кулы в определенных местах – каркасные
функции.

В белках экзо- и эндоцитоза отмечено полное
отсутствие β-листов. Спирали 310 располагаются
у концов α-спиралей, а α-спирали образуют це-
лые плато. Такое распределение структур может
обеспечивать локальную жесткость молекул как
элементов механических конструкций, необхо-
димую для формирования везикул.

У белков транспорта электронов β-листы при-
сутствуют только в цепи одного белка (sulerythrin,
a rubrerythrin-like protein, PDB ID: 1J30). Максиму-
мам содержания α-спиралей соответствует нуле-
вое содержание других структур. Как и в белках
экзо- и эндоцитоза, здесь можно заметить плато
α-спиралей, но нерегулярных структур становит-
ся больше, что, возможно, делает молекулу не та-
кой жесткой.

Необходимо заметить, что во всех исследован-
ных классах максимумы вероятности появления
спиралей 310 на данном участке полипептидной
цепи совпадают с минимумами вероятностей по-
явления α-спиралей. Это наблюдение согласует-
ся с литературными данными [11], согласно кото-
рым спирали 310 часто располагаются на концах
α-спиралей.

РАСПРЕДЕЛЕНИЕ СУПЕРСПИРАЛЕЙ 
COILED COIL ПО ПОЛИПЕПТИДНОЙ

ЦЕПИ БЕЛКОВ
Подборку белков для анализа распределения

суперспиралей coiled coil по полипептидной цепи
проводили с использованием электронной базы
данных Protein Data Bank и CC+database [12]. Ре-
зультаты представлены на рис. 3. 

В вирусных белках отмечено высокое содержа-
ние суперспиралей coiled coil вдоль всей цепи. В
образовании суперспиралей участвуют α-спира-
ли, расположенные на разных полипептидных
цепях. Большое количество α-спиралей и супер-
спиралей coiled coil может отражать особенности
взаимодействия с инфицированной клеткой. В
шаперонах суперспирали coiled coil распределены
доменами на протяжении всей цепи, что может
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обеспечивать фрагментарную локальную жест-
кость молекул, по существу, имеющих функции и
особенности «конструкций-трансформеров». Су-
перспирали в изомеразах в первой половине рас-
пределены равномерно, затем наблюдается про-
должительный минимум, точнее, полное отсут-
ствие в каждой из рассматриваемых цепей. В
месте заметного скопления α-спиралей выявле-
ны максимумы вероятности появления су-
перспиралей coiled coil, что может указывать на
их привязку к активному центру у одного из кон-
цов. У оксидоредуктаз, как мы уже говорили, ма-

лое количество суперспиралей coiled coil может
свидетельствовать о том, что оксидоредуктазам
важнее обладать определенным химическим со-
ставом для ферментативной активности, чем
иметь особую, характерную для всего класса, гео-
метрию. В гидролазах суперспирали coiled coil
распределены доменами на протяжении всей це-
пи, что пока нам сложно охарактеризовать ка-
ким-то специфическим качеством. Для струк-
турных белков характерно равномерное распреде-
ление суперспиралей coiled coil по всей цепи,
однако вероятность появления такой структуры

Рис. 3. Распределения суперспиралей coiled coil по полипептидной цепи. По оси абсцисс отложены нормированные
координаты, по оси ординат – количество структур, нормированное на общее число рассматриваемых цепей.
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МАЛЫШКО и др.

постепенно снижается ближе к одному из кон-
цов. Coiled coil у белков экзо- и эндоцитоза распо-
ложены тремя крупными доменами и вовсе отсут-
ствуют у обоих концов молекул. В белках транс-
порта электронов суперспиралей мало по обоим
концам, но в середине располагается заметный
максимум.

Таким образом, в настоящей работе выявлены
некоторые закономерности и особенности в рас-
пределении вторичных структур и суперспиралей
coiled coil по полипептидным цепям белков вы-
бранных функциональных классов: белки виру-
сов, шапероны, оксидоредуктазы, гидролазы,
структурные белки, белки экзо- и эндоцитоза и
белки транспорта электронов. Полученные дан-
ные относительно распределения в белковых гло-
булах упомянутых выше жестких молекулярных
конструкций, по всей вероятности, могут непо-
средственно коснуться развития концепции «бе-
лок–машина», причем не только в представлени-
ях о «рычагах», «шарнирах» и «балках», но и в но-
вых соображениях о машинах как о хиральных
образованиях и о вентильных спиральных кон-
струкциях в них [7]. В целом речь идет о тех самых
«выделенных механических степенях свободы» в
молекулярных машинах, которые были постули-
рованы в работах Л.А. Блюменфельда, Д.С. Чер-
навского и их коллег и которые изменяют физи-
ческий смысл термодинамических систем, пре-
образующих энергию и вещество: с ними
происходит переход от молекулярных статисти-
ческих систем к макроскопическим конструкци-
ям [13, 14]. Заметим, что наши обсуждения, каса-
ющиеся специфики отдельных классов белков,
имеют сугубо предварительный характер и будут,
несомненно, уточняться. 

В заключение мы хотели бы также отметить,
что выявление закономерностей и соответствий
между строением белка и его функциями в буду-
щем может способствовать созданию новых био-
нических материалов, а также разработке более
эффективных лекарственных препаратов. 
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For the first time, the particular characteristics of distributions of secondary structures and coiled-coil super-
helix structures were explored while taking into account the sign of chirality in polypeptide chains of proteins
belonging to eight functional classes: viral proteins, chaperones, oxidoreductases, hydrolases, structural pro-
teins, proteins involved in exocytosis and endocytosis and electron transport proteins. The protein structure
patterns, which are common for all studied classes and typical of each class, are identifined.
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Методом визуально-дифференциального анализа конформационных особенностей (био)макромо-
лекулярных структур проведено теоретическое исследование различий в структурной организации
дифенилаланиновых нанотрубок D- и L-хиральных форм. Отмечены общие черты пространствен-
ной организации внутренних поверхностей каналов нанотрубок: зеркальность расположения гид-
рофильных атомов и равные площади их проекций, свидетельствующие о схожем характере гидра-
тации внутренних полостей каналов дифенилаланиновых нанотрубок D- и L-хиральностей. Выяв-
лены различия меньшего порядка: больший размер полости канала у нанотрубок L-формы, а также
большая однородность укладки дифенилаланиновых слоев у D-формы. Полученные результаты
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Самоорганизация и самосборка сложных био-
молекулярных структур являются одними из важ-
нейших биологических явлений. Пептидные на-
нотрубки на основе аминокислоты фенилалани-
на и дифенилаланина [1] – характерный пример
самоорганизующихся молекулярных структур.
Самосборка таких нанотрубок в водных средах
происходит достаточно быстро при определен-
ных условиях, которые влияют на скорость их ро-
ста, на форму самоорганизующихся структур (их
толщину и длину) и другие физические свойства
[1]. Благодаря широкому спектру свойств эти
структуры являются перспективными для раз-
личных применений в нанотехнологиях, нано-
электронике и биомедицине. Так, нанотрубки на
основе дифенилаланина (ФФ-НТ) исследуются
для использования их как основы систем достав-
ки лекарств. Помимо полной биосовместимости
они крайне удобны для введения в них химиче-
ских и функциональных модификаторов. Напри-
мер, показана их пригодность для доставки ле-
карств, когда моделью доставляемого лекарства
послужил краситель родамин Б [2]. Если же их
химически присоединить к фолиевой кисло-

те/магнитным наночастицам, ФФ-НТ становят-
ся системами доставки противораковых и проти-
вовоспалительных препаратов [3, 4].

В то же время известно, что в зависимости от
конформации и типа стереоизомера («левой» (L)
или «правой» (D) хиральности) первичной струк-
туры аминокислоты свойства любого материала,
собранного на их основе, также изменяются. При
этом важным моментом является тот факт, что
жизнь всегда использует только один из энантио-
меров. С точки зрения хиральности все макромо-
лекулы белков и ферментов во всех живых орга-
низмах состоят в основном только из L-амино-
кислот. Усложнение этих макромолекул в
возрастающей иерархии структур белков и фер-
ментов приводит к закономерной смене и чередо-
ванию знака хиральности [5]. При этом биологи-
ческая активность лекарственных препаратов,
имеющих также различную хиральность, может
быть совершенно различной. «Правые» и «левые»
лекарства, взаимодействуя с хиральными молеку-
лами в организме, могут действовать по-разному.
Поэтому возникает необходимость в чистых
энантиомерах, так как часто только один из них
обладает требуемым терапевтическим эффектом,
тогда как второй антипод может в лучшем случае
быть бесполезным, а в худшем – вызвать нежела-

Сокращениe: ФФ НТ – нанотрубки на основе дифенилала-
нина.

УДК 519.674: 548.32: 544.122.3
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тельные побочные эффекты или даже быть смер-
тельно токсичным [6].

С учетом всего вышесказанного становится
ясно, что исследования конформационных осо-
бенностей ФФ-НТ крайне важны. Однако трех-
мерные методы анализа 3D-моделей таких нано-
структур не всегда удобны и информативны. В
особенности это касается разных хиральных
форм ФФ-НТ, для которых, казалось бы, очевид-
ные различия в пространственной организации
двух форм крайне сложно однозначно опреде-
лить, систематизировать и зафиксировать [1, 7, 8].

Одним из наиболее наглядных и информативных
методов, способных выявить нюансы структурной
организации разных изомерных форм одного со-
единения, является предлагаемый нами метод по-
строения «гипсометрических» карт (био)макромо-
лекул [9]. Особенно естественным выглядит приме-
нение данного метода к объектам, имеющим
цилиндрическую форму (идеально «подходящую»
для цилиндрического проецирования их внутрен-
них и внешних поверхностей) — таким как ФФ-НТ.

МЕТОДЫ
В среде открытого 3D-редактора Blender

v.2.79b при помощи разработанного нами про-
граммного обеспечения [9–11] были построены
3D-модели (рис. 1) L- и D-форм ФФ-НТ (на ос-
нове данных рентгеновских структур этих нано-
трубок, взятых из баз данных, приведенных в ра-
ботах [7, 8]). Таким образом, нами были получе-
ны две структуры ФФ-НТ L- и D-форм.

3D-модели использовались для построения ци-
линдрических проекций внутренней полости ка-
нала ФФ-НТ у соответствующих L- и D-форм.

Для целей этой работы мы генерировали два
типа проекций: «гипсометрическую» [9], содер-
жащую информацию о пространственном распо-
ложении видимых изнутри канала атомов, а так-
же «идентификационную» [12], связывающую
каждый пиксель проекции с его описанием в ис-
ходном PDB-файле и списком расстояний от
центра каждого атома до оси проекционного ци-
линдра, рассчитанных при построении 3D-моде-
ли (рис. 2). Список расстояний и идентифициру-
ющих каждый из спроецированных атомов цве-
тов представляет собой таблицу, записанную в
виде текстового файла, генерируемого при по-
строении 3D-модели. В табл. 1 приведен фраг-
мент такого файла в качестве примера.

«Гипсометрические» проекции использова-
лись для сравнительного визуального анализа
структурных особенностей двух разных хираль-
ностей. «Идентифицирующие» проекции ис-
пользовались для сравнительного количествен-
ного анализа внутренней поверхности канала
ФФ-НТ с точки зрения возможностей его гидра-
тации. Данный метод можно рассматривать как
грубый аналог метода расчета доступных раство-
рителю поверхностей [13].

Для получения количественных оценок был
задействован программный пакет ImageJ v.1.52a
[14]. С помощью разделения RGB-каналов и при-
менения инструмента Threshold на «идентифици-

Рис. 1. Перспективное отображение 3D-модели четырех слоев D-формы ФФ-НТ в видовом окне Blender, использо-
ванной для построения цилиндрических проекций. В виде проволочного каркаса показан проекционный цилиндр,
вставленный внутрь канала нанотрубки.



ВИЗУАЛЬНО-ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ 447

БИОФИЗИКА  том 65  № 3  2020

Рис. 2. Вид проекции внутренней поверхности канала D-формы ФФ-НТ, полученной с помощью 3D-модели,
построенной из экспериментальных данных. Вверху – проекция, подобная «гипсометрической» карте. Светлые
области обозначают большую высоту, т.е. близость к оси проекционного цилиндра и, следовательно, к центральной
оси нанотрубки; темные области – максимальную удаленность от оси цилиндра/нанотрубки. Внизу – приведенная к
монохромному виду проекция, идентифицирующая типы атомов. Черные области соответствуют атомам углерода,
темно-серые – атомам кислорода, светло-серые – атомам азота.

Таблица 1. Фрагмент текстового файла, содержащего информацию, идентифицирующую атомы на проекциях
посредством кодовых RGBA-цветов, а также значения расстояний от центра каждого атома до оси проекцион-
ного цилиндра 

Красный 
(R)

Зеленый 
(G)

Синий 
(B)

Альфа 
(A)

Группа Атом Остаток Расстояние, Å

0 0 16 255 grp: _17 atm: C_17 unt: dst: 14.947566

0 0 17 255 grp: _18 atm: C_18 unt: dst: 17.278604

0 64 224 255 grp: _19 atm: N_19 unt: dst: 18.094639

0 64 225 255 grp: _20 atm: N_20 unt: dst: 17.188943

192 0 0 255 grp: _21 atm: C_21 unt: dst: 17.360572

192 0 1 255 grp: _22 atm: C_22 unt: dst: 19.632428

Примечание. Комбинированное обозначение Residue name, Chain identifier, Residue sequence number в терминах
спецификации Protein Data Bank Contents Guide v.3.30.
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рующей» проекции выделялись группы атомов
азота и кислорода. Полученные с помощью такой
декомпозиции изображения (рис. 3) использова-
лись как графические файлы – маски в последу-
ющей композиции слоев, выполняемой в графи-
ческом редакторе Madichance PhotoReactor [15], а
также для количественного анализа в программ-
ном пакете ImageJ.

Инструментом Analyze Particles подсчитыва-
лась площадь (в квадратных пикселях) поверхно-
сти на проекции, занимаемая гидрофильными
атомами (кислорода и азота). Для оценки проме-
жутков между молекулярными группами исполь-
зовался зеленый канал с выделением фоновых
пикселей инструментом Threshold и подсчет «ча-
стиц» инструментом Analyze Particles с критерием
0–10000 пикс2.

Для ряда таких вспомогательных операций,
как, например, циклический сдвиг пикселей про-
екции вдоль осей X и Y, был задействован про-
граммный пакет G’MIC v.2.7.5 [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Визуальный анализ «гипсометрических» про-
екций, полученных на основе эксперименталь-
ных данных, определенно характеризует канал
D-формы ФФ-НТ как более узкий, поскольку его
гидрофильные атомы отображаются на проекции
данного типа светло-серыми тонами, а на цвет-
ных проекциях – преобладанием в кодирующей
расстояния раскраске красных оттенков у D-фор-
мы. Следовательно, эти атомы располагаются
ближе к оси цилиндра/нанотрубки, а значит,
сильнее «выпячиваются» во внутреннюю полость
канала (рис. 4).

Канал ФФ-НТ L-формы напротив, более ши-
рокий, о чем свидетельствует преобладание зеле-
ных оттенков на цветной проекции гидрофиль-
ных атомов и, соответственно, темно-серых то-
нов при монохромном представлении (рис. 4).

Вышеприведенные наблюдения подтвержда-
ются расчетными данными. Так, внешний диа-
метр нанотрубки D-FF меньше на
2⋅(13.4062R(L-FF) – 12.9915R(D-FF)) ≈ 0.83 Å. Осо-
бый же интерес представляет характер распреде-
ления расстояний всех атомов у ФФ-НТ D- и
L-форм, показанный на рис. 5.

Все вышеописанные наблюдения хорошо со-
гласуются с результатами экспериментов и мо-
дельных расчетов, полученными в работах [7, 8] и
свидетельствующими о более плотной упаковке
самособранных D-FF-нанотрубок [1].

При этом нельзя не отметить очевидную сим-
метрию в строении каналов обеих хиральных
форм. Для наглядного подтверждения этого на-
блюдения мы совместили контурные изображения
проекций гидрофильных атомов D- и L-форм
ФФ-НТ, предварительно выполнив зеркальное от-
ражение вокруг вертикальной оси у L-проекций и
циклически сдвинув их на 17% относительно ши-
рины изображения (рис. 6). Получившаяся иллю-
страция наглядно демонстрирует структурное по-
добие каналов нанотрубок обеих хиральностей, но
в то же время отчетливо свидетельствует и о нали-
чии различий меньшего порядка в их геометрии.

Эти различия можно увидеть и на «гипсомет-
рических» проекциях: в сравнении с проекцией
D-формы L-проекцию поверхности внутренней
полости канала ФФ-НТ можно охарактеризовать
как более «рыхлую» и менее однородную, что
проявляется в разнородном тонировании (а сле-

Рис. 3. Комбинированное отображение четырех масок D-формы ФФ-НТ, полученной из экспериментальных данных:
проекции внутренней поверхности канала и промежутков между слоями (обозначены контурной линией), проекции
атомов азота (обозначено серым цветом), проекции атомов кислорода (отображено черным).
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довательно, и «разновысотности») гидрофильных
атомов, направленных внутрь канала L-ФФ-НТ.

Для более формализованного описания как
подобия, так и различий в структурах внутренней
поверхности каналов D- и L-форм ФФ-НТ мы
провели количественную оценку их проекций
(табл. 2).

В соответствии с данными, приведенными в
этой таблице, внутренние поверхности каналов
ФФ-НТ обеих типов имеют практически одина-
ковые площади. При этом площади поверхно-
стей, занимаемые проекциями гидрофильных
атомов у каналов обеих структур, практически со-

поставимы – 53.773% у D-формы и 53.022% у
L-формы. Одинаковым является и количество
видимых на проекции гидрофильных атомов для
каждой из хиральностей.

Несмотря на сопоставимую площадь «меж-
атомных промежутков» на проекциях для D- и
L-форм ФФ-НТ, количество их незначительно
разнится. Но наибольшее внимание обращает на
себя явно различающаяся геометрическая форма
проекцией этих пустот и распределение их разме-
ров (площадей) (рис. 7).

Совершенно очевидно, что площади проме-
жутков между проекциями атомов внутренней

Рис. 4. «Гипсометрическое» представление проекций D-формы (слева) и L-формы (справа) ФФ-НТ.

Рис. 5. Графическое представление распределения кратчайших расстояний от каждого атома до оси проекционного
цилиндра. Пунктирная линия соответствует распределению у D-ФФ-НТ, сплошная – у L-ФФ-НТ.
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Таблица 2. Результаты измерений проекций D-FF и L-FF 
Форма

ФФ-НТ
Поверхность 

канала
Кислород Азот «Просветы»

S, пикс2 S, % nатм S, пикс2 S, % nатм S, пикс2 S, % nпустот S, пикс2 S, %

D-FF 3356647 80.029 108 978921 23.339
29.164

72 826052 19.695
24.609

90 88866 2.119
2.647

L-FF 3361090 80.135 108 963908 22.981
28.678

72 818226 19.508
24.344

88 91510 2.182
2.722

Примечание. В ячейках «S, %» первое значение – площадь, занимаемая проекциями объектов одного и того же типа (атомами
или «промежутками»), выраженная в процентах от всей площади проекции (4194304 пикс2). Второе значение (выделено
жирным шрифтом) – площадь на проекции, занимаемая объектами одного и того же типа (атомами или «промежутками»),
выраженная в процентах от площади всей поверхности соответствующего канала. n – Количество видимых на проекции
атомов.

Рис. 6. Совмещенные контуры проекций атомов азота (слева) и кислорода (справа), локализованных на внутренних
поверхностях каналов D-ФФ-НТ (показано черным цветом) и зеркально отраженной с циклическим сдвигом L-ФФ-НТ
(показано серым цветом).

Рис. 7. Сравнительное отображение форм и размеров межатомных промежутков на проекциях внутренней
поверхности каналов D-ФФ-НТ (слева) и L-ФФ-НТ (справа).
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поверхности канала D-ФФ-НТ различаются го-
раздо меньше, чем те же объекты у L-ФФ-НТ.
Закономерность распределения площадей
таких промежутков при сканировании проекции
в направлении «сверху-вниз» представлена на
рис. 8 и 9.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные методом визуально-дифферен-
циального анализа данные об особенностях
структурной организации внутренних полостей
двух хиральных форм дифенилаланиновых нано-
трубок хорошо согласуются с данными, получен-
ными рядом более консервативных методов, что
подтверждает состоятельность предлагаемого на-
ми метода анализа структурных особенностей ря-
да макромолекулярных структур.

Кроме того, при помощи нашего метода был
получен ряд дополнительных данных, а также вы-
явлен ряд закономерностей в структурной орга-

низации формально очень похожих структур,
нуждающихся в дополнительных исследованиях.
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Рис. 8. Графическое представление распределения площадей промежутков между проекциями атомов внутренней
поверхности канала ФФ-НТ у D-формы.
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Рис. 9. Графическое представление распределения площадей промежутков между проекциями атомов внутренней
поверхности канала ФФ-НТ у L-формы.
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Visual-Differential Analysis of Structural Features of Internal Cavities of Two Chiral 
Forms of Diphenylalanine Nanotubes

 S.V. Filippov and V.S. Bystrov

Institute of Mathematical Problems of Biology RAS – the Branch of Keldysh Institute of Applied Mathematics of Russian 
Academy of Sciences, ul. prof. Vitkevicha 1, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

With an original method for visual-differential analysis of the conformational features of (bio)macromolec-
ular structures, a theoretical study concerned with the differences in the structural organization of diphenyl-
alanine nanotubes of D- and L-chiral forms was carried out. The general features of spatial organization of
the inner surface of nanotube channels are described: the mirror images of hydrophilic atoms and equal areas
of their projections indicate that hydration of the internal cavities of the channels of diphenylalanine nano-
tubes of D- and L-chiralities is of similar nature. Minor differences were revealed: the large size of the chan-
nel cavity in L-shaped nanotubes, as well as the greater uniformity in the stacking of diphenylalanine layers
in the D-shaped. The obtained results correlate with experimental data.

Keywords: nanotubes, diphenylalanine, Blender, ImageJ, hypsometric projections
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С использованием методов ультрафиолетовой и инфракрасной спектроскопии и квантово-химиче-
ского моделирования оценены параметры формирования супрамолекулярного комплекса включе-
ния флавоноида кверцетина и молекулярного контейнера гидроксипропил-β-циклодекстрина.
Растворимость кверцетина, включаемого в супрамолекулярный комплекс, возрастала более чем в
50 раз (в присутствии 16 мМ гидроксипропил-β-циклодекстрина), что указывает на повышение
биодоступности кверцетина. Рассчитанная по методу Хигучи–Коннорса константа ассоциации
комплекса кверцетин–гидроксипропил-β-циклодекстрин (1 : 1) равна 3275 ± 448 М–1. Формирова-
ние комплекса включения приводит к существенному изменению колебательных спектров компо-
нентов по сравнению со спектром их физической смеси в результате изменения структуры компо-
нентов, в том числе за счет формирования водородных связей. Молекулярное моделирование ком-
плекса включения демонстрирует, что размещение молекулы кверцетина («гостя») во внутренней
полости молекулы β-циклодекстрина («хозяина») приводит к изменению геометрии и свойств ком-
понентов. Торсионный угол между кольцами планарной молекулы кверцетина равен 149.5° в ком-
плексе с β-циклодекстрином и 138.7° – в комплексе с гидроксипропил-β-циклодекстрином. 

Ключевые слова: кверцетин, β-циклодекстрин, УФ- и ИК-спектроскопия, квантово-химическое моде-
лирование, константа ассоциации. 

DOI: 10.31857/S0006302920030047

Полифенолы, вторичные метаболиты высших
растений, не синтезируемые в животных тканях,
демонстрируют многочисленные благоприятные
эффекты как in vivo, так и in vitro. Одним из наи-
более изученных полифенолов является флаво-
ноид кверцетин (3,3',4',5,7-пентагидроксифла-
вон) (рис. 1а) – представитель семейства флаво-
нолов, обладающий 3-гидроксифлавоновым
скелетом [1]. Кверцетин, один из компонентов
диеты человека, присутствует в значительных ко-
личествах в цитрусовых, яблоках, луке, зеленом и
черном чае и др. [2], повсеместно используется в

пищевой и фармацевтической промышленности,
обладает противовоспалительной, антиаллерген-
ной, антиоксидантной и противоопухолевой ак-
тивностями, высоким терапевтическим потенци-
алом [3]. Предполагают, что антиоксидантные
свойства растительных полифенолов обеспечива-
ют благоприятное протекание важнейших фи-
зиологических процессов, определяют эффекты
этих компонентов диеты при сердечно-сосуди-
стых заболеваниях, старении, воспалительных
процессах [4].

Фармакологическое применение кверцетина
ограничено его плохой растворимостью в воде
(около 1 мкг/мл) [5] и низкой биодоступностью
(усваивается только около 20% введенного квер-

Сокращения: CD – циклодекстрины, HP-β-CD – 2-гид-
роксипропил-β-циклодекстрин.
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цетина [6]). Для специфической и безопасной до-
ставки лекарственных средств (биоактивных мо-
лекул) к тканям и клеткам-мишеням, снижения
токсичности, повышения стабильности, предот-
вращения деструкции разрабатываются и тести-
руются разнообразные транспортные системы
(пищевые и непищевые). В качестве одного из
наиболее перспективных пищевых инкапсулиру-
ющих полисахаридов в настоящее время рассмат-
риваются β-циклодекстрины, которые широко
используются при разработке способов направ-
ленной доставки, создании функциональных
продуктов питания, детоксикации организма [7].
Циклодекстрины (CD) представляют собой цик-
лические водорастворимые углеводы, состоящие
из 6, 7 или 8 единиц глюкопиранозы (α-, β- и
γ-циклодекстрины, соответственно) (рис. 1б).
Использование циклодекстринов как молекуляр-
ных контейнеров доставки биологически актив-
ных веществ направлено, в первую очередь, на
увеличение биологической активности включае-
мых молекул, повышение биодоступности и
функциональности. CD обладают гидрофобной
внутренней полостью и гидрофильной поверхно-
стью и способны формировать супрамолекуляр-
ные комплексы включения с разнообразными ор-
ганическими соединениями по типу «гость–хозя-
ин». Они широко используются в медицинской,
фармацевтической, пищевой промышленностях,
сельском хозяйстве и других областях. В литера-
туре широко представлены данные о механизмах
комплексообразования кверцетина и β-CD, сте-
хиометрии, константах стабильности комплексов
включения, физико-химических и биохимиче-
ских свойствах [8–10]. В тоже время β-CD имеет
ограниченную растворимость в воде
(0.0185 г/мл), проявляет нефротоксичность [11], в

связи с этим мы использовали модифицирован-
ный циклодекстрин (2-гидроксипропил)-β-цик-
лодекстрин (HP-β-CD), который значительно
менее токсичен и характеризуется высокой рас-
творимостью в воде (>0.45 мг/мл) [12]. Целью на-
стоящей работы было выяснить физико-химиче-
ские параметры супрамолекулярного комплекса
включения флавоноида кверцетина с β-цикло-
декстринами, формируемого с целью повышения
биодоступности и фармакологической эффек-
тивности инкапсулируемого соединения, ис-
пользуя методы УФ- и ИК-спектроскопии и
квантово-химического моделирования. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали кверцетин (Sigma-Al-
drich GmbH, Германия), β-циклодекстрин, гид-
рокcипропил-β-циклодекстрин (CycloLab Ltd,
Венгрия), остальные реактивы соответствовали
квалификации «х.ч.» («Реахим», Россия). Ком-
плекс включения кверцетин-HP-β-CD был полу-
чен согласно методу, предложенному в работе
[13] – суспензированием кверцетина (50 мг) и
HP-β-CD (250 мг) в 96%-м этаноле (50 мл). Сус-
пензию перемешивали на магнитной мешалке в
течение 24 ч при 60 об/мин и 20°С. Для предот-
вращения реакции фотодеградации кверцетина
колбу закрывали алюминиевой фольгой. Физиче-
скую смесь кверцетина и HP-β-CD готовили про-
стым смешиванием в соотношении 1:1 в этаноле.
После получения комплексов (или смеси) рас-
творитель выпаривали при 60°С, используя ваку-
умный роторный испаритель []. Для приготовле-
ния растворов использовали воду, которую очи-
щали с помощью системы Milli-Q (Millipore,
США).

Рис. 1. Структурная формула кверцетина (а) и (2-гидроксипропил)-β-циклодекстрина (б).
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Исследование фазовой растворимости поли-
фенолов в суспензии циклодекстринов проводи-
ли по методу, описанному в работе [14]. Одинако-
вое количество полифенола добавляли к водному
раствору, содержащему β-СD или HP-β-CD в
диапазоне концентраций 0–16 мМ, рН 6.8; Т =
298 К. Образцы инкубировали в темноте при ком-
натной температуре в течение 72 ч для достиже-
ния равновесия, фильтровали через бумажный
фильтр, затем фильтрат центрифугировали при
13500 g в течение 10 мин при комнатной темпера-
туре. Количество растворенного полифенола
определяли спектрофотометрически, используя
ранее построенную калибровочную кривую.
Константу ассоциации (Ks) комплекса включе-
ния рассчитывали по следующей формуле: 

(1)

где S0 – растворимость кверцетина в отсутствие
циклодекстрина при 25°C, slope – угол наклона
фазовой диаграммы растворимости, представля-
ющей зависимость концентрации кверцетина от
концентрации HP-β-CD или β-CD.

Инфракрасные спектры образцов (кверцетин,
HP-β-CD, комплекс включения «кверцетин–
HP-β-CD», физическая смесь компонентов) ре-
гистрировали в диапазоне волновых чисел 4000–
400 см–1 с разрешением 0.5 см–1 в порошкообраз-
ном состоянии с помощью ИК-Фурье-спектро-
метра Nicolet iS10 (Thermo Fisher Scientific,
США), используя алмазную призму нарушенного
полного внутреннего отражения.

Теоретические расчеты: в настоящей работе
для оценки геометрии комплекса и возможных
механизмов его формирования мы теоретически
рассмотрели структуры молекул кверцетина и
комплекса «кверцетин–β-циклодекстрин», их

s 0
slope ,

(1 slope)
K

S
−

−

электронные свойства. Были использованы полу-
эмпирический метод молекулярных орбиталей и
расчеты ab initio.

Преоптимизация структуры молекулы была
проведена методом молекулярной механики
ММ+ [15]. Полная оптимизация структуры про-
ведена в рамках модели Остина (Austin model 1,
AM1) (полуэмпирический метод с использовани-
ем неограниченного формализма Хартри–Фока
(unrestricted Hartree-Fock, UHF, formalism) (ме-
тод самосогласованного поля). Электронную
структуру систем рассчитывали, используя неэм-
пирический метод ab initio. Расчеты проводили,
используя пакет HyperChem 8.0 и базис 6-31G.

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием пакета программ Statistica 6.0. Досто-
верность различий оценивали при помощи непа-
раметрического критерия Колмогорова–Смир-
нова.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка параметров комплексообразования

кверцетина и β-циклодекстринов методом УФ-
спектроскопии. На начальном этапе оценки пара-
метров комплексообразования кверцетина и цик-
лодекстринов мы определили молярный коэф-
фициент экстинкции (ε) кверцетина в водном
растворе (рис. 2), измеряя зависимость оптиче-
ской плотности водных растворов кверцетина от
его концентрации (0 – 1 ⋅ 10–4 моль/л) при λmax =
377 нм. Зависимость, представленная на рис. 2,
описывается уравнением y = 3940x + 0.0011 (R2 =
0.999), что соответствует молярному коэффици-
енту экстинкции флавоноида ε = 3940 М–1см–1

при λmax = 377 нм.
Далее мы оценили растворимость кверцетина

в присутствии различных концентраций β-СD
(0–16 мМ) (рис. 3) и его модифицированной фор-
мы HP-β-CD (0–16 мМ) (рис. 4). Зависимость
концентрации растворенного лиганда (кверцети-
на) от концентрации внесенного циклодекстрина
(фазовая диаграмма растворимости) описывается
линейным уравнением у = 0.0002x ± 8 ⋅ 10–7 (R2 =
0.9931) в случае β-CD (рис. 3) и у = 0.008x ± 7 ⋅ 10–7

(R2 = 0.9928) в случае HP-β-CD (рис. 4).
Растворимость кверцетина увеличивалась бо-

лее чем в 5 раз в случае β-СD (16 мМ) (рис. 3) и бо-
лее чем в 50 раз (рис. 4) в случае HP-β-CD
(16 мМ). Диаграмма фазовой растворимости
кверцетина в соответствии с концепцией авторов
работы [14] может быть классифицирована
как диаграмма AL-типа, что предполагает возрас-
тание растворимости лиганда в результате об-
разования комплекса включения 1:1. Рассчитан-
ные нами с помощью метода, предложенного в

Рис. 2. Зависимость оптической плотности водного
раствора кверцетина от его концентрации.
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работе [14], константы ассоциации Ks равны в
случае β-СD 301 ± 47 М–1 и в случае HP-β-CD –
3275 ± 448 М–1. 

ИК-спектроскопия комплекса включения квер-
цетина и HP-β-CD. Формирование комплекса
включения может быть подтверждено характер-
ными изменениями колебательных спектров
кверцетина и НР-β-CD, которые мы регистриро-
вали методом Фурье-ИК-спектроскопии. 

На рис. 5 представлены ИК-спектры кверце-
тина, HP-β-CD и комплекса включения «кверце-
тин–HP-β-CD». HP-β-CD был выбран нами в ка-
честве объекта исследования в связи со значи-

тельно более высокой константой устойчивости
комплекса включения с кверцетином по сравне-
нию с немодифицированным β-CD.

Колебательные спектры свободного кверцети-
на исследованы рядом авторов [16–22], которые
провели отнесение основных колебательных по-
лос спектра. Так широкая полоса в спектре квер-
цетина с максимумами 3315 и 3399 см–1 соответ-
ствует валентным колебаниям (O–Н) групп, ко-
торые, вероятно, участвуют в формировании
меж- и внутримолекулярных водородных связей
[16–23]. Авторы работ [16, 17], основываясь на
данных ИК- и ЯМР- спектроскопии, отнесли по-
лосу средней интенсивности при 1664 см–1 к ва-

Рис. 3. Зависимости растворимости кверцетина от концентрации β-CD: (а) – диаграмма фазовой растворимости квер-
цетина в водных растворах β-CD; (б) – спектры поглощения при 298 K в диапазоне 300–500 нм кверцетина, инкуби-
руемого в отсутствие (1) и в присутствии (2–5) β-CD (0–16 мМ).
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Рис. 4. Зависимости растворимости кверцетина от концентрации HP-β-CD: (а) – диаграмма фазовой растворимости
кверцетина в водном растворе HP-β-CD; (б) – спектры поглощения при 298 K в диапазоне 300–550 нм кверцетина,
инкубируемого в отсутствие (1) и в присутствии (2–5) HP-β-CD (0–16 мМ).
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лентным С=О колебаниям растяжения негидра-
тированной формы кверцетина. Аналогичное от-
несение данной полосы выполнено также рядом
других авторов [17, 20–22]. Интенсивную полосу
при 1611 см–1 авторы работ [16–18, 20–23] соот-
носят с колебаниями C=С-групп ароматических
колец молекулы, коньюгированных с карбониль-
ной группой (С=О). Авторы работы [21] предпо-
лагают, что интенсивная полоса 1520 см–1, веро-
ятнее всего, также соответствует колебаниям
C=С-групп ароматических колец кверцетина.

Ряд авторов полагает, что колебательная поло-
са при 1381 см–1 образована плоскостными ва-
лентными С-ОН-колебаниями в молекуле квер-
цетина [17–23]. Отметим также полосу 1264 см–1,

которую ряд авторов относит к валентным коле-
баниям группы –С–О–С–, и полосу 1168 см–1,
связанную с деформационным колебаниями С–
ОН-связи [17–19, 23]. 

Как видно из рис. 6, колебательный спектр
физической смеси представляет собой суперпо-
зицию индивидуальных спектров компонентов. В
колебательном спектре комплекса сохраняются
основные полосы, характерные для кверцетина и
НР-β-CD (рис. 5 и 6). Изменения в спектральных
областях колебаний функциональных групп поз-
воляют проследить структурные изменения квер-
цетина и образование новых связей при включе-
нии в комплекс с HP-β-CD. В комплексе включе-
ния полоса кверцетина при 1664 см–1 смещается

Рис. 5. ИК-Фурье-спектры кверцетина (1); HP-β-CD (2) и комплекса «кверцетин–HP-β-CD» (3) в низкочастотной (а)
и высокочастотной (б) области.
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Рис. 6. ИК-Фурье-спектры физической смеси кверцетина и HP-β-CD (сплошная линия) и комплекса включения
«кверцетин–HP-β-CD» (прерывистая линия).
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в низкочастотную область на ~10 см–1 (1654 см–1)
за счет образования водородных связей с О–Н-
группами в молекуле HP-β-CD, еще больший
низкочастотный сдвиг (~13 см–1) претерпевают
полосы валентных С=С-колебаний. В колеба-
тельном спектре комплекса полоса 1264 см–1

практически не проявляется, что может быть
следствием изменения геометрии молекулы при
встраивании кверцетина в полость HP-β-CD. Ко-
лебательная полоса при 1381 см–1 (рис. 6)
испытывает значительный низкочастотный сдвиг
(~12 см–1), что также указывает на образование
комплекса включения (рис. 5). 

Включение молекулы кверцетина в полость
НР-β-CD приводит к изменению ИК-спектра в
высокочастотной области (3000–3600 см-1): коле-
бательные полосы OH-групп испытывают допол-
нительное уширение, колебательная структура

полосы кверцетина в области 3300–3400 см–1 ис-
чезает. Спектральные изменения, очевидно, яв-
ляются результатом взаимодействия функцио-
нальных групп НР-β-CD и кверцетина и струк-
турных изменений молекул при формировании
комплекса. 

Структура и электронные свойства молекул
кверцетина, β-циклодекстрина, гидроксипропил-β-
циклодекстрина и их комплексов включения. Мы
рассчитали некоторые молекулярные параметры
кверцетина, β-циклодекстрина, гидроксипро-
пил-β-циклодекстрина, их комплексов включе-
ния и кверцетина после удаления из комплексов,
используя полуэмпирическую теорию молеку-
лярных орбиталей [15]. Полученная нами опти-
мизированная структура (метод AM1) комплекса
включения «кверцетин–β-циклодекстрин» пред-
ставлена на рис. 7. Молекула кверцетина компле-
ментарна внутренней полости молекул β-цикло-

Рис. 7. Оптимизированная структура комплекса «кверцетин–β-CD». Показаны водородные связи, образуемые в
комплексе.
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декстринов. При включении наблюдаем опреде-
ленную «подгонку» структур молекул кверцетина
и циклодекстринов. Так, оцененный нами ли-
нейный размер внутренней полости молекулы
β-CD равен 5.5 Å, молекулы НР-β-CD – 8.3 Å,
линейные размеры полости увеличиваются после
включения кверцетина. Молекула кверцетина
практически планарна, оптимизация геометрии
молекулы демонстрирует, что торсионный угол
между кольцами AC и B равен 180°, внутри поло-
сти молекулы хозяина происходит «скручивание»
молекулы кверцетина, торсионный угол между
кольцами становится равен 149.5° в случае β-CD
и 138.7° – в случае НР-β-CD. Данные представле-
ны в таблице. Дипольный момент кверцетина,
рассчитанный нами методом АМ1, равен μ =
3.01 Дебая, что отражает достаточно высокую по-
лярность молекулы. После включения в ком-
плекс с β-CD молекула кверцетина становится
еще более полярна, а в комплексе с НР-β-CD –
менее полярна (см. таблицу). Ранее авторы рабо-
ты [15] получили значения дипольного момента μ
кверцетина и семихинон-радикала кверцетина
(локализованного в положении C4′ кольца B), со-
ставляющие 3.013 и 4.963 Дебая соответственно.
Одновременно происходит увеличение площади
поверхности и объема молекулы кверцетина при
встраивании в полость молекулы β-CD (см. таб-
лицу).

ДИСКУССИЯ

В настоящей работе мы рассмотрели стехио-
метрию, константы ассоциации, геометрию, мо-
лекулярные свойства и спектральные параметры
комплексов включения кверцетин-β-CD и квер-
цетин-HP-β-CD, получаемых методом длитель-
ного перемешивания в растворе и со-выпарива-
ния. Ранее нами было пpоведено cpавнение анти-
оксидантной и регуляторной активноcти
квеpцетина и комплекcа его включения c
гидpокcипpопил-β-циклодекcтpином, pаccчита-
на оптимальная cтpуктуpа молекул квеpцетина и
его окиcленныx фоpм, иx молекуляpные и
электpонные cвойcтва, определены реакционные
центры молекулы и наиболее стабильные продук-
ты [24]. В настоящей работе методами квантовой
химии мы показали, что формирование комплек-
са включения изменяет геометрию молекул «го-
стя» и «хозяина», увеличивает размеры внутрен-
ней полости β-CD и НР-β-CD, расположение ко-
лец в молекуле кверцетина и ее полярность.
Полярность молекулы кверцетина определяется,
во-многом, расположением гидроксильных
групп, которое, вероятно, различно в комплексе
«кверцетин–НР-β-CD» и «кверцетин–β-CD».
Оптимизированная структура комплекса «квер-
цетин–β-CD» представлена на рис. 7, молекула
кверцетина размещается во внутренней полости.

При этом несколько изменяются параметры, ха-
рактеризующие сродство кверцетина к электрону
и потенциал ионизации (параметры HOMO,
LUMO), уменьшается стабильность молекулы
кверцетина (незначительно уменьшается теплота
образования, изменяется дипольный момент мо-
лекулы) (см. таблицу). Стабилизация комплекса
происходит за счет образования нескольких меж-
молекулярных водородных связей (рис. 7), что
регистрирует метод ИК-спектроскопии и демон-
стрирует квантово-химический расчет. Нами об-
наружены различия в геометрии молекулы квер-
цетина во внутренней полости HP-β-CD и β-CD.
Согласно нашей оценке размер внутренней поло-
сти комплекса «кверцетин–HP-β-CD» превыша-
ет размер полости комплекса «кверцетин–β-
CD»). Известно, что гидрофобные взаимодей-
ствия играют определяющую роль в формирова-
нии комплекса включения с β-циклодекстрина-
ми. При этом энтропийный (за счет удаления из
гидрофобной полости циклодекстринов и реор-
ганизация молекул воды) и энтальпийный (за
счет прямого взаимодействия молекул «гостя» и
«хозяина», в том числе за счет формирования во-
дородных связей) эффекты вносят вклад в спон-
танный процесс формирования комплекса [25].

Представленные нами ИК-Фурье-спектры
кверцетина соответствуют полученным ранее
[16–22]. Колебательные спектры молекулы фла-
воноида можно представить как результат слабо-
го сопряжения бензопиранового (хромонового) и
фенильного колец молекулы, при этом полагают,
что полосы в области 1600 см–1 не могут быть от-
несены к колебаниям С=О-группы. Колебания
гидроксильных групп сопряжены с колебаниями
колец флавоноида [26]. Формирование комплек-
са включения кверцетина и HP-β-CD приводит к
существенным изменениям колебательных спек-
тров компонентов по сравнению со спектром фи-
зической смеси. Изменения интенсивности и ча-
стот колебаний функциональных групп компо-
нентов позволяют проследить структурные
изменения кверцетина и образование новых свя-
зей в комплексе включения. Вероятно, карбо-
нильная группа кверцетина участвует в формиро-
вании водородных связей с молекулой HP-β-CD.
Включение кверцетина в супрамолекулярный
комплекс сопровождается длинноволновым
сдвигом его УФ-спектра поглощения, вероятно,
за счет разрушения ассоциатов молекул кверце-
тина при включении в комплекс (рис. 3 и 4). При
этом, вероятно, не все группировки кверцетина
погружены в полость циклодекстринов. Поляр-
ность молекулы кверцетина и его конформация
различны в полости двух циклодекстринов.

Обнаруженное нами значительное увеличение
растворимости кверцетина, включаемого в су-
прамолекулярный комплекс, по сравнению с на-
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Рассчитанные молекулярные параметры кверцетина, β-циклодекстринов, комплексов «кверцетин–β-CD» и
«кверцетин–HP-β-CD», а также кверцетина в структуре комплекса 

Кверцетин β-CD

Комплекс 
включения 

«кверцетин–
β-CD»

Кверцетин 
в структуре 
комплекса с 

β-CD

HP-β-CD

Комплекс 
включения 

«кверцетин–
HP-β-CD»

Кверцетин 
в структуре 
комплекса c 

HP-β-CD

AM1

Общая энергия, 
ккал/моль –99165.11 –405061.73 –504212.81 –99155.97 –532187.24 –631342.68 –99161.99

Энергия 
связывания, 
ккал/моль

–3717.94 –14512.35 –18216.26 –3708.80 –21064.15 –24772.42 –3714.82

Теплота 
образования, 

ккал/моль
–216.659 –1603.265 –1805.892 –207.522 –1961.187 –2168.171 –213.542

E(HOMO), eV –8.7458 –10.3033 –8.9054 –8.6285 –10.1299 –8.7635 –8.7788

E(LUMO), eV –1.1319 1.2447 –1.0744 –0.7871 –11.4331 –7.3241 –7.74

ΔE = E(HOMO)-
E(LUMO), eV –7.6138 –11.5480 –7.8309 –7.8414 –11.4331 –7.3241 –7.74

Дипольный 
момент, D 3.011 7.497 13.619 5.303 7.616 9.163 2.691

QSAR properties

Объем, Å3 751.12 2337.23 2711.59 764.29 3397.81 3776.27 761.53

Масса, а.е.м 302.24 1135 1437.24 302.24 1541.56 1843.80 302.24

Преломляющая 
способность 75.43 226.89 290.48 72.33 335.12 413.76 75.43

Поляризуемость 28.54 93.95 123.76 29.81 136.94 165.48 28.54

Энергия 
гидратации, 
ккал/моль

−32.67 −62.3 − -30.52 −60.10 − -33.16

Торсионный угол 
(С3 С2 B1` B2`) 180 149.5 138.7

Примечание. Оптимизация cтpуктуpы пpоведена в pамкаx полуэмпиpичеcкого метода AM1 (The Austin Model 1) c
иcпользованием неогpаниченного метода Xаpтpи–Фока.
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тивным флавоноидом (растворимость возрастала
более чем в 5 раз в случае 16 мМ β-СD и более чем
в 50 раз – в случае 16 мМ HP-β-CD) указывает на
повышенную биодоступность. Наши данные со-
гласуются с данными работы [18], авторы которой
обнаружили повышение водорастворимости
кверцетина в 4.6 раза при концентрации 18 мМ β-
CD. Подобным же образом в работе [27] было
продемонстрировано, что формирование ком-
плекса «кверцетин–метил-β-циклодекстрин»
увеличивает растворимость комплекса (в 254 ра-
за) и его антиоксидантную активность (на 10%).

Ранее разными авторами были описаны био-
химические и фармакологические эффекты
включения полифенолов в супрамолекулярные
комплексы с циклодекстринами. В работе [28]
было показано, что комплекс включения кверце-
тин-HP-β-CD сохраняет параметры электрохи-
мического окисления флавоноида и способность
хелатировать ионы железа, что связано с высво-
бождением флавоноида из полости молекулы
«хозяина». Авторы работы [29] продемонстриро-
вали, что комплексирование кверцетина с β-CD
(и лецитином) существенно улучшает водорас-
творимость флавоноида (растворимость кверце-
тина в воде в комплексе с β-CD возрастала в 24.9
раза) и его антиоксидантную активность и ради-
кал-скевенжерные свойства. 

Оцененная нами методом, описанным в работе
[14], константа ассоциации комплекса включения
«кверцетин–β-СD» (1:1) равна Ks = 301 ± 47 М–1,
что свидетельствует об относительно слабом взаи-
модействии между молекулами. Полученное нами
значение кажущейся константы стабильности ком-
плекса «кверцетин–β-CD» соответствует значени-
ям, полученным ранее: авторы работ [30–32] проде-
монстрировали следующие значения: Ks = 129 М–1,
396 М–1 и 402 М–1 соответственно. С другой сторо-
ны, оно значительно ниже значений, представлен-
ных в работах [33–35] и составляющих Ks = 602 М–1,
709 М–1 и 1028 М–1 соответственно. Эти различия
могут отражать влияние ионизации молекулы квер-
цетина при различных рН среды. Ионизированная
форма кверцетина обычно формирует менее ста-
бильные комплексы, чем неионизированная форма.
Это объясняется повышенной гидрофильностью
вещества при ионизации, что снижает взаимодей-
ствие между флавоноидом и гидрофобной полостью
циклодекстрина (например, гидрофобные и ван-
дер-ваальсовы взаимодействия). 

Константа ассоциации комплекса значитель-
но возрастает в случае HP-β-CD и равна
3275 ± 448 М–1. Известно, что размер внутренней
полости в молекуле HP-β-СD превышает размер
полости в молекуле β-СD. Различия в значении
констант комплексообразования в случае β-СD и

HP-β-СD можно объяснить вовлечением гидрок-
сипропильных радикалов на поверхности моле-
кулы HP-β-СD в формирование дополнительных
связей между кверцетином и циклодекстрином и
различиями в размерах внутренней полости β-СD
и HP-β-СD. Ранее также было показано, что кон-
станта связывания и растворимость кверцетина в
комплексе с β-циклодекстринами существенно
выше в случае HP-β-СD по сравнению с β-СD,
возрастая с увеличением числа групп заместите-
лей, участвующих во взаимодействии с молеку-
лой кверцетина, и гидрофобности молекул цик-
лодекстринов [33].

ВЫВОДЫ

В настоящей работе мы рассмотрели стехио-
метрию, константы ассоциации и спектральные
параметры комплекса включения «кверцетин–
HP-β-CD», получаемого методом перемешива-
ния в растворе и совыпаривания. Достоверное
знание структуры, физико-химических парамет-
ров и биохимических эффектов платформ-носи-
телей (β-CD) и их комплексов включения – необ-
ходимое условие успешного конструирования
эффективных и безопасных переносчиков лекар-
ственных средств. Кверцетин образует комплекс
включения по типу «гость–хозяин» с β-цикло-
декстринами в молярном соотношении 1 : 1.
Образование комплекса сопровождается увели-
чением растворимости кверцетина с ростом кон-
центрации циклодекстрина (растворимость воз-
растала более чем в 5 раз в случае β-СD и более
чем в 50 раз – в случае HP-β-CD), что указывает
на повышенную биодоступность кверцетина в
структуре комплекса. Оцененная нами методом
построения фазовых диаграмм растворимости
константа ассоциации комплекса с HP-β-CD
равна 3275 ± 448 М–1, что свидетельствует о высо-
ком сродстве внутренней полости молекулы HP-
β-CD к кверцетину. В ИК-Фурье-спектре квер-
цетина можно выделить полосы с максимумами
3315 и 3399 см–1 (валентные колебания O–Н-
групп), полосу средней интенсивности 1664 см–1

(валентные колебания свободной кетонной груп-
пы С=О) и полосу 1381 см–1 (С–ОН-колебания).
Изменения интенсивности и частот колебаний
функциональных групп компонентов при вклю-
чении в комплекс свидетельствует о структурных
изменениях кверцетина и образовании водород-
ных связей, в которые вовлекаются карбонильная
и гидроксильные группы молекул кверцетина и
циклодекстринов. Квантово-химическое моде-
лирование комплекса включения демонстрирует
размещение молекулы кверцетина во внутренней
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ИЛЬИЧ и др.

полости β-циклодекстринов, участие определен-
ных группировок кверцетина и β-циклодекстри-
нов в формировании комплекса, что приводит к
изменению геометрии («скручиванию») и моле-
кулярных свойств (дипольный момент, теплота
образования) кверцетина, увеличению размеров
полости, формированию водородных связей. По-
лученные результаты свидетельствуют о большем
размере внутренней полости молекулы HP-β-CD
по сравнению β-CD, определенных различиях в
геометрии и молекулярных свойствах молекулы
кверцетина во внутренней полости HP-β-CD и β-
CD, о формировании дополнительных связей,
что объясняет значительно большее сродство
кверцетина в случае HP-β-CD.
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Inclusion Complexes of Quercetin with β-Cyclodextrins: Ultraviolet and Infrared 
Spectroscopy, Quantum-Chemical Modeling

 T.V. Ilyich*, E.A. Lapshina*, A.A. Maskevich**, A.G. Veiko*, A.V. Lavysh**, B. Palecz***,
A. Stępniak***, V.U. Buko****, and I.B. Zavodnik*

*Department of Biochemistry, Yanka Kupala State University of Grodno,
bul. Leninskogo Komsomola 50, Grodno, 230030 Belarus

**Department of General Physics, Yanka Kupala State University of Grodno, ul. Ozheshko 22, Grodno, 230023 Belarus

***Faculty of Chemistry, University of Lodz, ul. Pomorska 165, Lodz, 90-236 Poland 

****Institute of Biochemistry of Biologically Active Compounds, National Academy of Sciences of Belarus,
bul. Leninskogo Komsomola 50, Grodno, 230030 Belarus

The aim of the present study was to evaluate the parameters of formation of supramolecular inclusion com-
plex between quercetin, the f lavonoid, and hydroxypropyl-β-cyclodextrin, the molecular container, using ul-
traviolet and infrared spectroscopy and quantum-chemical modeling. The water solubility of quercetin in-
creased by more than 50 times when included in the supramolecular complex with the concentration of hy-
droxypropyl-β-cyclodextrin 16 mM. The results showed that quercetin bioavailability was improved after
encapsulating by hydroxypropyl-β-cyclodextrin. The association constant for the inclusion complex with a
1 : 1 mixture of  quercetin and hydroxypropyl-β-cyclodextrin determined by Higuchi and Connors method
was equal to 3275 ± 448 М–1. The formation of the inclusion complex results in considerable changes in the
vibrational spectra of components compared to the spectrum of physical mixture of quercetin and hydroxy-
propyl-β-cyclodextrin; this also happens because of hydrogen bond formation. The molecular modeling of
the inclusion complex has shown that after encapsulation of quercetin molecule (“guest”) inside the cavity of
β-cyclodextrins (“host”), the geometry and properties of the components change. The torsion angle between
the rings of the planar quercetin molecule in the complexes with β-cyclodextrin and hydroxypropyl-β-cyclo-
dextrin is equal to 149.5° and 138.7°, respectively.

Keywords: quercetin, β-cyclodextrin, UV- and IR spectroscopy, quantum chemical modeling, association constant
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Удивительно небольшое количество генов человека (19–20 тысяч) не согласуется с намного боль-
шим числом белков и количеством их функций. Один из факторов функционального разнообразия
– многофункциональность белков. Важным подвидом таких белков являются moonlighting белки, у
которых одна полипептидная цепь в разных условиях выполняет две и более функций. Часто это
изобильные белки домашнего хозяйства – гликолитические, рибосомные и т.д. В обзоре рассмот-
рены структуры и функции нескольких таких белков – рибосомного белка rpS3, цитохрома с, гли-
церальдегид-6-фосфатдегидрогеназы, факторов транскрипции STAT3, β-катенина и p53. Важную
роль в переключении их функций играют нарушение баланса процессов синтеза, использования и
деградации, изменение внутриклеточной локализации, посттрансляционные модификации. Отме-
чена существенная роль внутренне неупорядоченных участков в формировании межмолекулярных
комплексов с другими белками и нуклеиновыми кислотами. Обсуждается вопрос о возникновении
многофункциональных белков в ходе эволюции. 

Ключевые слова: многофункциональные белки, цитохром с, GAPDH, β-катенин, STAT3, p53.
DOI: 10.31857/S0006302920030059

Молекулярная биология двадцатого столетия
базировалась на ряде классических постулатов,
таких как «В ДНК содержится информация о
структуре всех белков и РНК организма». К ним
также относилось утверждение Бидла и Тэйтума
(1941): «Один ген – один фермент» [1], которое
позднее трансформировалось в постулат «Один
ген – один белок», а после уточнения – «Один ци-
строн – одна полипептидная цепь». Другой важ-
нейший постулат сформулирован Анфинсеном
[2]: «Первичная структура белка, т.е. последова-
тельность аминокислот, которая однозначно опре-
деляется последовательностью нуклеотидов в
ДНК, однозначно определяет его пространствен-
ную структуру и функциональную активность». 

Но факты, полученные в последнее время, по-
казали, что эти положения не вполне соответ-
ствуют современному состоянию молекулярной

биологии. Сначала предполагали, что у человека
порядка миллиона генов. Потом эту оценку сни-
зили до 40–100 тысяч. Но секвенирование гено-
мов человека и других организмов в начале
XXI века привело к ошеломляющему открытию: у
человека всего около 20 тысяч генов, кодирую-
щих белки [3]. Это величина того же порядка, что
у примитивной нематоды Caenorhabditis elegans.
Откуда же берется сложность организма? В чем,
если не в генах, причина отличия человека от чер-
вя? Вероятно, дело не столько в генах, сколько в
белках. Действительно, количество белков значи-
тельно больше числа генов. Тут нет никакого од-
нозначного соответствия. Точное количество
белков неизвестно. В базе данных Uni-
ProtKB/Swiss-Prot на 2014 г. зафиксировано око-
ло 500 тысяч белковых аминокислотных последо-
вательностей [4]. В банке данных Protein Data
Bank представлены более 150 тысяч трехмерных
структур белков [5]. Количество структурных
протеоформ, т.е. локальных вариаций исходной
аминокислотной последовательности, которые
определяются в тканях с помощью масс-спектро-
метрии, жидкостной хроматографии, двухмерно-
го или капиллярного электрофореза и других ме-
тодов, составляет несколько миллионов [6, 7]. А
число идентифицированных полиморфизмов в

Сокращения: MLP – moonlighting proteins, Apaf-1 − Apop-
totic protease-activating factor 1, GAPDH − глицеральдегид-
6-фосфатдегидрогеназа, STAT3 − signal transducer and acti-
vator of transcription 3, DBD − DNA-binding domain (домен,
связывающийся со специфическими участками ДНК),
TAD − transactivation domain (трансактивационный домен),
p53RE − p53-response element, TET − tetramerization domain
(домен, ответственный за тетрамеризацию), IDR − intri-
scally disordered regions (внутренне неупорядоченные
участки).

УДК 577.322
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человеческом геноме превышает 150 миллионов
[7]. Несомненно, что информация о всех клеточных
белках содержится в геноме. Но почему количество
белков в разы превышает количество генов? 

Основными источниками разнообразия про-
теоформ являются: альтернативный сплайсинг
мРНК, аминокислотные замены в белках в ре-
зультате однонуклеотидного полиморфизма
(SNP – single nucleotide polymorphism) и кова-
лентные посттрансляционные модификации. В
случае посттрансляционных модификаций к бел-
кам присоединяются небольшие молекулярные
группы – метильные, ацетильные, фосфатные и
т. п. или большие полимерные цепи – липидные,
углеводные (гликозилирование), белковые
(убиквитинирование), нуклеотидные (поли-
АДФ-рибозилирование). От белков также могут
отщепляться небольшие ингибирующие пепти-
ды. Все же, несмотря на огромное разнообразие
протеоформ, количество канонических белков,
которые встречаются чаще альтернативных
форм, и которые наиболее похожи на ортологи-
ческие формы белков у других организмов [7],
значительно превосходит число генов. В каждой
клетке есть свой набор белков, состав и количе-
ство которых (белковый профиль) динамичны и
определяются сложнейшей сетью сигнальных
каскадов, реагирующих на внешние воздействия,
меняющих метаболизм и гомеостаз. 

Белковое разнообразие можно условно разде-
лить на разнообразие структур и разнообразие
функций. Различные белковые структуры, на-
пример, разные сплайсоформы, могут, хотя и с
разной эффективностью, выполнять одну и ту же
функцию. С другой стороны, один белок может в
разных условиях выполнять разные функции.
Тем не менее большое число структурных протео-
форм не означает такое же большое число выпол-
няемых ими функций. Многие протеоформы не
активны и ликвидируются в клетке. Замены ами-
нокислот могут носить безразличный характер и
не влиять на активность белка, хотя во многих
случаях они приводят к нарушениям функций и
гибели клетки [7]. 

Важнейший механизм белкового разнообра-
зия и происхождения новых белков – альтерна-
тивный сплайсинг, при котором из пре-мРНК
вырезаются значительные фрагменты – интро-
ны, а оставшиеся фрагменты – экзоны – сшива-
ются и после дополнительного процессинга фор-
мируют зрелую мРНК. В среднем, в каждом гене
содержится четыре-пять экзонов, иногда их боль-
ше десятка, и разные их комбинации могут в
принципе дать начало новым белкам [8]. Количе-
ство сплайсоформ, т.е. РНК-транскриптов, в
клетках человека оценивалось в 80–200 тысяч,
т.е. от четырех до десяти на каждый ген [9]. Одна-
ко изучение реально существующих сплайсо-

форм показывает, что в результате экспрессии
большинства генов реализуется одна основная
белковая изоформа, которая оптимально соот-
ветствует биологическому предназначению, бо-
лее консервативна и не имеет нарушений в функ-
циональных доменах. Альтернативный сплай-
синг ткане- и видоспецифичен: в других тканях
или в других организмах могут преобладать аль-
тернативные сплайсоформы, но обычно их коли-
чество ограничено. Хотя многие пре-мРНК могут
подвергаться альтернативному сплайсингу, боль-
шинство возможных сплайсоформ в клетках не
образуется и не транслируется [9]. Например, ген
белка-предшественника амилоида (APP – amy-
loid precursor protein) содержит 18 экзонов. Одна-
ко из множества возможных комбинаций в клет-
ках встречаются только три похожие альтерна-
тивные изоформы: APP695, APP751 и APP770, из
которых в мозге преобладает APP695 [10]. По всей
видимости, альтернативный сплайсинг играет
ограниченную роль в сложности клеточного про-
теома, в его белковом разнообразии.

МНОГОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ БЕЛКИ

Многофункциональность белков обеспечива-
ется их структурой, доменной организацией. Пе-
реключение функций может происходить при
связывании аллостерических регуляторов, пост-
трансляционных модификациях, изменении
внутриклеточной локализации и микроокруже-
ния, при внешних воздействиях и т.д. Это в разы
увеличивает функциональную предопределен-
ность, задаваемую генами. В базе данных Multi-
taskProtDBII на декабрь 2018 г. собраны данные о
почти 700 многофункциональных белках (табл. 1)
[11, 12].

Схематично белки можно разделить на две ка-
тегории:

1. «Ферменты», в активном центре которых
осуществляются биохимические или биофизиче-
ские процессы, т.е. разрыв или образование хи-
мических связей в результате перестройки элек-
тронных оболочек атомов; переноса заряженных
частиц (электронов, протонов, ионов) или фраг-
ментов молекул и т.д. 

2. «Платформы», у которых поверхностные
участки распознают комплементарные поверхно-
сти других молекул при сборке надмолекулярных
комплексов. Процессы сборки включают поиск и
сближение взаимодействующих молекул за счет
дальнодействующих сил (электростатических,
ван-дер-ваальсовых); причаливание (докинг),
связывание комплементарных поверхностей с
участием электростатических, ван-дер-ваальсо-
вых, водородных и гидрофобных взаимодей-
ствий; конформационную подстройку и акти-
вацию комплекса. На распознавании и взаимо-
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действии «платформ» основана самосборка
белковых комплексов и комплексов белков с нук-
леиновыми кислотами (рибосомы, нуклеосомы,
транскрипционные и репарационные комплексы
и т.п.). В зависимости от прочности взаимодей-
ствия такие комплексы могут быть стабильными
или короткоживущими.

С физиологической точки зрения, многие сиг-
нальные белки, такие как протеинкиназы, фос-
фатазы, ацетилтрансферазы или деацетилазы,
многофункциональны. Осуществляя посттранс-
ляционные модификации (фосфорилирование,
метилирование, ацетилирование и т.п.), они ак-
тивируют или ингибируют разные белки, вклю-
чают, выключают или переключают их функции
и тем самым регулируют разнообразные кле-
точные процессы. Более высокий уровень регуля-
ции – факторы транскрипции, регулирующие
экспрессию целых комплексов функционально
связанных белков. Они осуществляют сложные,
комплексные реакции клеток: изменение функ-
циональной активности, переключение метабо-
лизма, деление, апоптоз и т.д. Физиологические
функции таких регуляторных белков опосреду-

ются тем набором белков, который они модифи-
цируют.

Мы рассмотрим белки, функции которых не
опосредуются другими белками. Они непосред-
ственно трансформируют субстраты или осу-
ществляют молекулярное узнавание при сборке
надмолекулярных комплексов. Их функции пе-
реключаются при изменении условий. 

MOONLIGHTING PROTEINS
В последние годы привлекают внимание

moonlighting proteins (MLP, от термина moonlight-
ing – работа по совместительству). MLP – под-
группа многофункциональных белков, у которых
одна полипептидная цепь, кодируемая одним ге-
ном, может образовывать разные пространствен-
ные структуры и в разных условиях выполнять
две и более биохимических или биофизических
функций. У них каждая функция регулируется
независимо от других, а инактивация одной не
влияет на другие [13–18]. Функционально MLP –
комбинация доменов типа «фермент» и/или
участков распознавания типа «платформа»
(рис. 1).

Таких MLP уже найдено несколько сотен на
всех ступенях эволюционного дерева от бактерий
до высших организмов, причем многие из них
весьма консервативны [11, 12]. Функции MLP
разнообразны. Часто это изобильные белки до-
машнего хозяйства, экспрессирующиеся в клет-
ках в больших количествах, как, например, неко-
торые компоненты гликолиза, цикла Кребса, ша-
пероны, белки рибосом, факторы транскрипции,
компоненты цитоскелета, рецепторы клеточной
поверхности, белки клеточной адгезии и т.д. [13–
17]. Так, семь из десяти белков гликолиза, семь из
восьми белков цикла Кребса, ряд белков рибосом
(rpS3, rpL10A, rpL13a и др.) – это MLP. Информа-
ция о более 350 MLP представлена в базах данных
MultitaskProtDB-II, MoonProt и MoonDB v2.0
(табл. 1) [11, 12]. Примеры разных MLP приведе-
ны в табл. 2. Рассмотрим некоторые из них.

Рибосомный белок rpS3. Более десятка рибо-
сомных белков, участвуют также в других белко-
вых комплексах в клеточном ядре и задействова-
ны в репарации ДНК и регуляции транскрипции.

Таблица 1. Базы данных о moonlighting-белках 

Базы данных MLP Число MLP белков (на 
декабрь 2018)

URL

MultitaskProtDB-II (мультифункциональные 
белки, включая MLP) 

694 http://wallace.uab.es/multi taskII 

MoonProt 361 http://moonlightingproteins.org/
MoonDB v2.0 351 http://moondb.hb.univ-amu.fr/

Рис. 1. Комбинации доменов типа фермент (Ф) и/или
участков распознавания типа платформа (П) в MLP-
белках: (а) – белок типа «фермент»–«платформа»,
(б) – белок типа «фермент»–«фермент», (в) – белок
типа «платформа»–«платформа».

Участок
распознавания

Активные центры

Ф П

ФП

ФФ

ПП

Ф1 Ф2

П1 П2
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Так, белок rpS3, входящий в состав малой субъ-
единицы рибосомы 40S, может выполнять ряд до-
полнительных функций [19–21]. После синтеза в
цитоплазме он с помощью импортина-α перено-
сится в ядро. Большая его часть идет на синтез
малой субъединицы рибосомы, но некоторое ко-
личество участвует в реализации транскрипцион-
ной функции фактора NF-κB. Белок rpS3 усили-
вает аффинность к промоторам субъединицы p65
белка NF-κB , которая связывается с доменом KH
(рис. 2) и направляет NF-κB к контролируемым
им генам. С-концевой домен rpS3 (рис. 2) участ-
вует в репарации ДНК [21]. Разные функции rpS3
обусловлены фосфорилированием ряда амино-
кислот и связыванием различных белков с его до-
менами. После фосфорилирования серина 209 и
треонинов 42 и 221 протеинкиназами IKKβ, ERK
и PKCδ соответственно (рис. 2) rpS3 участвует в
распознавании повреждений ДНК и, благодаря
эндонуклеазной активности, вносит вклад в экс-
цизионную репарацию. При избытке rpS3 его до-

мен КН может связывать p53 и стимулировать
апоптоз. Сверхэкспрессия rpS3 приводит к кон-
денсации ДНК, деградации белков PARP и ламин
A/C, а также к экспрессии проапоптозных каспаз
3, 8 и 9 [21]. Также rpS3 может связываться с бак-
териальными белками NleH1 и NLeH2, регулируя
ответ клетки на микробный патогенез [29]. Белок
rpS3 проявляет MLP-функции скорее по типу
«платформа»–«платформа» или «платформа»–
«платформа»–«платформа», чем по типу «фер-
мент»–«платформа». 

Другие рибосомные белки также проявляют
MLP-свойства. Так, при рибосомном стрессе, ко-
гда в клетке нарушен синтез рибосом, белки ри-
босом rpL5, rpL11 и другие подавляют активность
убиквитинлигазы MDM2, которая инициирует
протеасомную деградацию белка p53. Это приво-
дит к стабилизации и активации p53 и стимуля-
ции апоптоза. В последнее время такое свойство
обнаружено уже у четырнадцати рибосомных
белков. Предполагается, что это связано с выра-

Таблица 2. Некоторые примеры MLP-белков 
Белок Функция 1 Функции 2 + Тип

ε-Кристаллин Структурный 
компонент 
хрусталика 

Лактатдегидрогеназа (гликолиз) ПФ 

τ-Кристаллин Структурный 
компонент 
хрусталика

Энолаза (гликолиз) ПФ 

Лактатдегидрогеназа Гликолиз ssDNA-связывающийся белок ФП

Глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназа 

Гликолиз 15–20 разных функций, в т.ч. трансферриновый рецептор, 
опосредующий поглощение Fe, тимидингидроксилаза, 

контроль везикулярного транспорта, экспорт тРНК из ядра, 
ssDNA-связывающийся белок и др. У бактерий – адгезин, 

токсин, инвазин 

ФФ, 
ФП

Аконитаза Цикл Кребса 
(цитрат → 

изоцитрат)

Гомеостаз Fe: при недостатке Fe активирует экспрессию генов 
регулирующих поглощение Fe; поддерживает стабильность 

мтДНК 

ФФ, 
ФП

Цитохром с Переносчик 
электронов в 

митохондриях 

В цитозоле в комплексе с Apaf-1, dATP и прокаспазой 9 
инициирует апоптоз 

ФП 

rpS3 Белок малой 
субъединицы 

рибосомы 

Фосфорилируется PKCδ, приобретает эндонуклеазную 
активность и участвует в репарации ДНК; связываясь 

с NF-κB, участвует в регуляции экспрессии генов 

ПФ, 
ПП 

STAT3 Фактор 
транскрипции

Активатор электронного транспорта в митохондриях ПП

β-Катенин Клеточная 
адгезия

Фактор транскрипции ПП

p53 Фактор 
транскрипции

Регулирует клеточный цикл и репарацию ДНК; 
в митохондриях стимулирует апоптоз

ПП

Примечание. Типы MLP-белков: ПФ – «платформа»–«фермент», ФП – «фермент»–«платформа», ФФ –
«фермент»–«фермент», ПП – «платформа»–«платформа».
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ботавшейся в ходе эволюции реакции организмов
на нестабильность генома. В эукариотических
клетках гены, кодирующие различные рибосом-
ные белки, разбросаны по разным хромосомам.
Но в рибосомы эти белки должны поступать в
одинаковом количестве. При геномной неста-
бильности возможен дисбаланс, нарушающий
сборку функционирующих рибосом. Таким обра-
зом, влияя на способность белков MDM2 и p53
регулировать апоптоз, организм избавляется от
клеток с нестабильностью генома [22]. 

Цитохром с. Цитохром с – древний белок, рас-
пространенный на всех уровнях эволюционного
дерева от микроорганизмов до эукариот. Он игра-
ет важнейшую роль в биоэнергетике клетки. В

митохондриях он переносит электроны, а после
перемещения в цитозоль стимулирует апоптоз
[23, 24]. В эукариотических клетках после синтеза
в цитозоле апоцитохром с переносится в межмем-
бранное пространство митохондрий. Там два его
цистеиновых остатка связывают гем, создавая
цитохром с, который диффундирует по поверхно-
сти внутренней митохондриальной мембраны и
переносит электроны от цитохрома c1 комплекса
III к цитохромоксидазе в комплексе IV благодаря
окислительно-восстановительным превращени-
ям гемового железа: 

Fe3+ + e─  Fe2+.
Митохондриальный цитохром с имеет консер-

вативную трехмерную структуру. Его простота,
стабильность и доступность позволила тщательно
изучить на атомном уровне процессы электрон-
ного транспорта с его участием. Но его moonlight-
ing-свойства и структурные перестройки в разных
ситуациях пока изучены не так детально. Цито-
хром с имеет сравнительно гибкую структуру,
легко перестраивающуюся при разных молеку-
лярных взаимодействиях и изменении локализа-
ции. Выявлен ряд структурных модификаций ци-
тохрома с в разных условиях. Он также может
подвергаться разным посттрансляционным мо-
дификациям: фосфорилированию, нитрозилиро-
ванию, и др. Показано, что кроме нативной кон-
формации цитохром с может переходить в альтер-
нативную, частично развернутую форму, в
которой он не переносит электроны, а вовлекает-
ся в moonlighting-функции [23].

Если цитохром с выходит из митохондрий в
цитозоль через разрывы или мегаканалы в наруж-
ной митохондриальной мембране, образованные
белками Bax и Bak, он инициирует образование
апоптосомы – мультибелкового комплекса, сти-
мулирующего апоптоз [23–25]. За счет электро-
статических взаимодействий он связывается с
двумя «пропеллерными» доменами цитозольного
мономерного белка Apaf-1 (Apoptotic protease-ac-
tivating factor 1). Это приводит к изменению кон-
формации Apaf-1, ведущему к замене связанного
ADP на dATP, и образуется апоптосома – ста-
бильный гептамерный комплекс из семи субъ-
единиц «Apaf-1–dATP–цитохром с» (рис. 3) [23–
26]. Апоптосома отщепляет от прокаспазы 9 ин-

Рис. 2. Структурная схема и места посттрансляционных модификаций рибосомного белка rpS3. Указаны сайты фос-
форилирования серина S6 и треонина Т221 протеинкиназой PKCδ, серина S209 – киназой IKKβ, треонина T42 – ки-
назой ERK и треонина Т70 – киназами PKB/Akt. 
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Рис. 3. Структура апоптосомы, образованной семью
белками Apaf-1 со встроенными цитохромами с (а).
Комплементарное связывание цитохрома с доменами
WD1 и WD2 белка Apaf-1 (согласно работе [24]). 
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гибиторный фрагмент. Получившаяся каспаза 9
активирует каспазу 3, запускающую дальнейшие
апоптотические процессы. Интересно, что такая
структура апоптосомы – позднее эволюционное
приобретение. У нематоды C. elegans апоптосомы
состоят из четырех белков CED-4, гомологов
Apaf-1, а у дрозофилы – из восьми белков Dronc.
Эти апоптосомы не содержат цитохрома с, кото-
рый присутствует только в апоптосомах позво-
ночных животных [25, 27]. Недавно показано, что
при повреждении ДНК цитохром с может транс-
лоцироваться в ядро, где он препятствует сборке
нуклеосом, что снижает выживаемость клеток.
Правда, молекулярные механизмы этой трансло-
кации и структурные превращения цитохрома с
пока не выяснены [23].

Таким образом, цитохром с представляет со-
бой MLP типа «фермент»–«платформа». 

Бифункциональные белки. У бифункциональ-
ных белков, кодируемых одним геном, обычно
имеются два активных центра в разделенных по-
липептидной цепью доменах, которые выполня-
ют разные функции. Это MLP типа «фермент»–
«фермент». Часто они катализируют последова-
тельные реакции одного метаболического пути с
переносом между ними субстрата или интермеди-
ата (substrate channeling) для того, чтобы сокра-
тить его путь, предотвратить взаимодействие с
внешними метаболитами и утечку в среду. При
этом каталитический акт в центре А стимулирует
перенос интермедиата и вызывает открывание
«ворот» для интермедиата в центре Б и/или его
активацию. Линкер, соединяющий домены, иг-
рает важную роль в стабилизации конформации
одного из доменов и передаче сигнала об актива-
ции одного домена к другому [28–32]. В механиз-
ме «ворот» часто участвуют ароматические ами-
нокислоты, благодаря их способности к ротации.
Их небольшой поворот может вызвать суще-
ственное перемещение боковых цепей и конфор-
мационный переход, увеличивающий ширину
«ворот» [29, 30]. 

Примером такого бифункционального белка
является триптофансинтаза. В ней домен α рас-
щепляет индол-3-глицеролфосфат на индол и
D-глицеральдегид-3-фосфат. После конформа-
ционного перехода и перемещения индола по
25-ангстремному туннелю домен β катализирует
соединение индола и серина в триптофан. В сере-
дине туннеля, в домене β, стенки туннеля содер-
жат Tyr279 и Phe280. Повороты их ароматических
колец обусловливают динамическое равновесие
между альтернативными конформациями, от-
крывающими или закрывающими туннель. Свя-
зывание субстрата с α-субъединицей приводит к
закрыванию туннеля, а после расщепления суб-
страта равновесие между открытой и закрытой

формами восстанавливается, и индол передается
в β-субъединицу [29].

Еще один бифункциональный фермент – глю-
козамин-6-фосфатсинтаза. В ее N-домене (i) из
глутамина высвобождается NH3, и это вызывает
конформационный переход с открыванием 18-
ангстремного туннеля, по которому NH3 перено-
сится в С-домен (ii) на фруктозо-6-фосфат, в ре-
зультате чего синтезируется глюкозамин-6-фос-
фат [29].

Метаморфные белки. Так называемые мета-
морфные белки в физиологических условиях мо-
гут обратимо переключаться между фиксирован-
ными конформациями. Это возможно, если по-
тенциальный барьер для перехода не очень
большой и глубина потенциальных ям не сильно
различается, в отличие от необратимого перехода
в более глубокую потенциальную яму, ловушку,
характерную для стабильной конформации не-
правильно свернутого белка (misfolding trap).
Между этими формами устанавливается динами-
ческое равновесие. Структурные переходы облег-
чаются наличием гибкого участка в середине по-
липептидной цепи.

Хорошо изученный пример метаморфного
белка – сверочный белок Mad2, который контро-
лирует правильность сборки митотического вере-
тена и инициирует остановку митоза [33]. В отсут-
ствие лигандов неактивная открытая (O-Mad2) и
активная закрытая (C-Mad2) конформации этого
белка находятся в динамическом равновесии.
Центральное ядро Mad2 сохраняет свою структу-
ру, а фрагменты на С- и N-концах подвергаются
значительной структурной перестройке. Переход
между открытой и закрытой конформациями
обеспечивает правильное прикрепление микро-
трубочек к кинетохорам, что необходимо для точ-
ного расхождения хромосом во время митоза [33].

Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа. Пора-
зительный пример MLP – гликолитический фер-
мент глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа
(GAPDH). Этот многофункциональный белок
называют «квинтэссенцией MLP». Кроме глико-
лиза, он участвует в выполнении до двадцати раз-
ных функций. Многообразие его функций опре-
деляется олигомеризацией, межмолекулярными
взаимодействиями, различным микроокружени-
ем в разных клеточных компартментах и пост-
трансляционными модификациями [34–40]. Так,
на клеточной поверхности GAPDH образует ком-
плекс с трансферриновым рецептором, который
опосредует поглощение железа клетками [38].
Связывание GAPDH с клеточной мембраной
способствует слиянию мембран и эндоцитозу.
Цитоплазматическая GAPDH участвует в пу-
зырьковом транспорте от эндоплазматического
ретикулума к цистернам комплекса Гольджи. Она
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также регулирует стабильность мРНК. В ядре
GAPDH участвует в поддержании целостности
ДНК, регуляции экспрессии генов, экспорте
тРНК из ядра, а также в регуляции апоптоза [34–
37]. Это позволяет рассматривать GAPDH как
центральный регулятор клеточного метаболизма
и информационный центр [34–36, 39, 40]. 

GAPDH – вездесущий и изобильный белок,
высококонсервативный на протяжении всей эво-
люционной лестницы. В соматических клетках
он кодируется единственным геном; альтерна-
тивных транскриптов не обнаружено. GAPDH
состоит из 335 аминокислот и имеет массу 37 кДа.
Его кофермент – NAD+. В структуре GAPDH вы-
деляют NAD+-связывающий домен из 150 амино-
кислот и каталитический домен (аминокислоты
151–335) (рис. 4). NAD+-связывающий домен
участвует в стабилизации мРНК и регуляции
трансляции. Мембранные функции GAPDH ос-
нованы на связывании фосфатидилсерина в пре-
делах NAD+-связывающего домена на внутрен-
ней стороне клеточной мембраны (аминокисло-
ты 70–94). Связанная с мембраной GAPDH
катализирует слияние мембран, а также регули-
рует поглощение, транспорт и метаболизм Fe2+.
GAPDH также связывает глютатион (аминокис-
лоты 67–77). Каталитический домен участвует в
экспорте тРНК из ядра (аминокислоты 258–270)
[37, 38, 41]. 

Экспрессия GAPDH в клетках динамична и
чувствительна к условиям внутри клетки – уров-
ню Ca2+, гипоксии, концентрации железа, стадии
клеточного цикла и т.д. [37]. Функциональная ак-
тивность GAPDH существенно регулируется.
Имеется много данных о роли посттрансляцион-
ных модификаций, таких как ацетилирование ли-
зинов 117, 160, 227 и 251, фосфорилирование трео-
нина 237 и тирозина 41, нитрозилирование цисте-
ина 149 и др. (рис. 4) в множественности функций
GAPDH. Например, цистеин 149 весьма чувстви-
телен к окислению, что делает GAPDH одним из

редокс-сенсоров в клетке и регуляторов клеточ-
ного гомеостаза [39, 40]. Его окисление повышает
способность GAPDH связываться с тРНК и ДНК
[41], а нитрозилирование оксидом азота регули-
рует метаболизм гема, клеточный ответ на окис-
лительный стресс и апоптоз [38]. Ацетилирова-
ние лизина 160 влияет на экспрессию ряда генов,
кодирующих проапоптотические белки p53,
PUMA и Bax. Фосфорилирование GAPDH влияет
на везикулярный транспорт, синаптическую пе-
редачу [34, 35]. Однако точные биофизические и
биохимические механизмы такого разнообразия
функций пока выяснены не полностью.

В настоящее время проведены более ста иссле-
дований трехмерной структуры GAPDH из раз-
ных организмов от микробов до человека, как от-
дельно, так и вместе с разными субстратами, ин-
термедиатами, продуктами, ингибиторами и т.д.
GAPDH обычно присутствует как гомотетрамер
или, точнее, как димер из двух димеров, состоя-
щий из четырех одинаковых субъединиц [37]. В
трехмерной структуре тетрамера GAPDH выделя-
ются две поперечные бороздки длиной 70 Å, ко-
торые охватывают участки связывания субстрата
и кофактора NAD+. Предполагается, что эти об-
ласти могут связывать нуклеиновые кислоты, так
как в них находится много положительно заря-
женных остатков лизина и аргинина. Узкий цен-
тральный канал (4 × 10 Å) хорошо связывает не-
большие молекулы. Несмотря на обилие струк-
турных данных, еще многое необходимо
выяснить для понимания биофизических и био-
химических механизмов реакций, опосредован-
ных GAPDH. В гликолизе GAPDH фосфорили-
рует D-глицеральдегид-3-фосфат и переводит его
в 1,3-бисфосфоглицерат (BPG). Предполагается,
что это происходит в два этапа. Сначала осу-
ществляется нуклеофильная атака на D-глице-
ральдегид-3-фосфат цистеином С152 GAPDH с
переносом гидрида на NAD+. При этом Н179
является основным катализатором. Затем проис-
ходит нуклеофильная атака неорганического

Рис. 4. Структура, функции и пост-трансляционные модификации глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы. Обозна-
чены аминокислоты, подвергающиеся фосфорилированию (P2–), ацетилированию (Ac) и нитрозилированию (N).
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фосфата на карбонильную группу тиоэфира с по-
следующим ее фосфорилированием [37]. Меха-
низмы других moonlighting-функций GAPDH
еще предстоит выяснить. Пока неизвестно, как
осуществляется переключение функций и изме-
нение локализации GAPDH в клетках. Напри-
мер, она не содержит сигнала ядерной локализа-
ции NSL, но обнаруживается в ядре. Оказалось,
что протеинкиназа AMPK, фосфорилируя серин
122, индуцирует переход GAPDH в ядро, а фос-
форилирование треонина 237 протеинкиназой
Akt предотвращает это перемещение. Но меха-
низмы этих процессов пока неясны [37]. 

ФАКТОРЫ ТРАНСКРИПЦИИ

Факторы транскрипции управляют целым
комплексом клеточных реакций, инициируя экс-
прессию множества белков, выполняющих или
регулирующих данную функцию. Среди них вы-
деляются несколько мастер-регуляторов, ко-
торые, в отличие от сравнительно узконаправ-
ленных факторов транскрипции, как например
Nrf-2, регулирующий экспрессию группы анти-
оксидатных генов, обладают невероятно широ-
ким спектром действия. К ним относятся такие
белки, как c-Myc и p53, которые регулируют экс-
прессию до 10–15% всех генов [42, 43]. Но кроме
регуляции экспрессии генов многие факторы
транскрипции могут выполнять и другие функ-
ции, являясь moonlighting-белками. Рассмотрим
несколько важных примеров. 

Белок STAT3. Белок STAT3 (Signal transducer
and activator of transcription 3) играет ключевую
роль в клеточном росте и выживании. Это фактор
транскрипции, но перемещаясь в митохондрии,
он регулирует окислительное фосфорилирование
[44, 45]. Связывание интерлейкинов 6 или 10 с ре-
цептором цитокинов на поверхности клетки ак-
тивирует цитоплазматическую киназу JAK, кото-
рая фосфорилирует тирозин в STAT3. Это иници-
ирует димеризацию STAT3 и перемещение его в
клеточное ядро, где он как фактор транскрипции
контролирует экспрессию ряда генов [45]. Если
же под влиянием внутриклеточных сигнальных
путей цитоплазматические протеинкиназы фос-
форилируют сериновые остатки в STAT3, то он
перемещается в митохондрии, где активирует пе-
ренос электронов от комплексов I и II на ком-
плекс III, что повышает интенсивность окисли-
тельного фосфорилирования (рис. 5б). Так, с по-
мощью STAT3 различные сигнальные пути могут
регулировать биоэнергетические процессы в ми-
тохондриях [44]. 

Известны две изоформы STAT3α и STAT3β с
молекулярной массой 770 и 705 Да соответствен-
но. Основные домены в STAT3α (рис. 5а): N-кон-
цевой домен NTD (аминокислоты 1–137), участ-

вующий в димеризации и даже тетрамеризации
STAT3, которая усиливает его транскрипцион-
ную активность; суперспиральный домен CDD
(аминокислоты 138–320), связывающийся с раз-
личными регуляторными белками; домен DBD
(DNA-binding domain), связывающийся со спе-
цифическими участками ДНК (аминокислоты
321–493); линкерный домен LD (аминокислоты
494–582); SH2 домен (аминокислоты 583–687),
связывающий STAT3 c фосфорилированными ре-
цепторами. Фосфорилирование тирозина в
STAT3 киназами JAK и Src приводит к его диме-
ризации и переносу в ядро. C-концевой трансак-
тивационный домен TAD (transactivation domain,
аминокислоты 688–770; у STAT3β укорочен до
705-й аминокислоты). Он внутренне неупорядо-
чен и по-разному сворачивается при взаимодей-
ствии с разными партнерами при формировании
транскрипционных комплексов [45, 46]. При вза-
имодействии с ДНК белок STAT3 димеризуется
так, что домены DBD охватывают ДНК. Также
эти домены могут связываться с импортином или
экспортином для импорта STAT3 в ядро или экс-
порта его в цитоплазму. Таким образом, STAT3 –
moonlighting-белок типа «платформа»–«плат-
форма».

β-Катенин. β-Катенин – высококонсерватив-
ный белок из 781 аминокислот – имеет интерес-
ную структуру [47–49]. Его центральная область
содержит несколько повторов из примерно
40 аминокислот (например, у человека – двена-
дцать повторов), которые образуют жесткий
удлиненный домен ARM (от слова armadillo –
броненосец). Из-за сложной формы отдельных
повторов домен ARM имеет небольшую кривизну
(рис. 6). Его внутренняя поверхность может свя-
зывать различные белки и нуклеиновые кислоты.
N-концевой и C-концевой фрагменты β-катени-
на внутренне неупорядочены. В растворе они не
имеют определенной структуры. Но они играют
решающую роль в связывании β-катенина с дру-
гими белками и ДНК. N-концевой фрагмент со-
держит консервативный короткий линейный мо-
тив (SLiM – short linear motif), который после
фосфорилирования связывается с убиквитинли-
газой β-TrСР, стимулирующей его протеасомную
деградацию. С-концевая область при взаимодей-
ствии с ДНК является сильным активатором
транскрипции. Этот сегмент не полностью не-
упорядочен: его участок на C-конце образует ста-
бильную спираль (HelixC), которая располагается
вблизи домена ARM. Хотя эта спираль не необхо-
дима для участия β-катенина в клеточной адге-
зии, она важна для регуляции транскрипции
[48, 49]. 

После синтеза β-катенин встраивается в плаз-
матическую мембрану, где вместе с винкулином,
α-катенином и катенином p120 образует плат-
форму для связывания цитоплазматического
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фрагмента кадгерина, участвующего в межкле-
точной адгезии, с внутриклеточным актиновым
цитоскелетом. Свободный β-катенин в цитоплаз-
ме практически отсутствует. Он связывается с
мультиферментным комплексом белков APC,
axin1, GSK3 и CK1, в котором протеинкиназы
GSK3 и CK1 фосфорилируют его, после чего β-
катенин убиквитинируется лигазой β-TrCP и де-
градирует. Но под влиянием внеклеточного сиг-
нала Wnt, APC-комплекс распадается, и в цито-
плазме появляется свободный β-катенин. Он
транслоцируется в ядро, где как фактор тран-
скрипции регулирует экспрессию различных ге-
нов, которые кодируют компоненты сигнального

пути Wnt, белки с-Myc, COX и т.п. [47]. Таким об-
разом, β-катенин – MLP типа «платформа»–
«платформа».

Белок p53. Белок p53 исключительно важен и
интересен Он экспрессируется во всех клетках
организма и регулирует основные клеточные
функции, включая метаболизм, клеточный цикл,
репарацию ДНК, выживаемость и апоптоз [50–
52]. В качестве фактора транскрипции он регули-
рует экспрессию сотен генов [43, 53]. В клетках с
нерепарируемыми повреждениями ДНК p53 сти-
мулирует апоптоз [54–57]. Это позволяет устра-
нять злокачественные клетки и защищать орга-

Рис. 5. Структура и функции STAT3. (a) – Схема основных структурных доменов STAT3: NTD – N-концевой домен,
CDD – суперспиральный домен, DBD – ДНК-связывающий домен, LD – линкерный домен, SH2 – SH2-домен,
TAD – трансактиваторный домен. (б) – Альтернативные функции STAT3. При активации интерлейкинами
цитокинового рецептора на клеточной мембране белок JAK фосфорилирует тирозин в STAT3. Это вызывает
димеризацию STAT3, транслокацию в ядро и стимуляцию экспрессии генов. Если цитоплазматические
протеинкиназы фосфорилируют серин в STAT3, то он транслоцируется в митохондрии, где активирует транспорт
электронов от комплексов I и II на комплекс III, повышая скорость окислительного фосфорилирования. 
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низм от раковых опухолей. Поэтому его называют
супрессором опухолей и стражем генома. Мута-
ции гена TP53, инактивирующие p53, найдены в
половине случаев рака человека. Однако р53 не
только регулирует экспрессию генов, но также,
независимо от транскрипции, регулирует мито-
хондриальные функции и индуцирует апоптоз в
клетках с митохондриальной недостаточностью
[58–60]. Этот древний консервативный белок
найден у организмов на ранних эволюционных
стадиях у простейших и губок, намного раньше,
чем возникли раковые опухоли. Поэтому предпо-
лагается, что истинная роль белков семейства р53
заключается в поддержании целостности генома
при неблагоприятных воздействиях на организм
[61, 62]. 

Обычно уровень белка р53 в цитоплазме под-
держивается на низком уровне. После синтеза в
цитоплазме он транспортируется в ядро, где свя-
зывается с ДНК. Несвязанный р53 образует ком-
плекс с MDM2, который моноубиквитинирует
его и транспортирует обратно в цитоплазму, где
он дополнительно убиквитинируется и быстро
деградирует в протеасомах [63]. При активации
онкогенов, радиационном повреждении ДНК
или окислительном стрессе p53 фосфорилируется
протеинкиназами JNK, p38, ERK и т.п. [57], что
предотвращает его взаимодействие с MDM2, пре-
пятствует деградации и значительно повышает
его уровень в ядре [51, 62, 64, 65]. Белок р53 тетра-
меризуется, связывается с ДНК и стимулирует

транскрипцию целой группы генов, содержащих
в регуляторной области специальную нуклеотид-
ную последовательность p53RE (p53-response ele-
ment). Уже известно более 600 таких р53RE [53].
Результатом активации р53 является остановка
клеточного цикла и репликации ДНК, репарация
повреждений ДНК, а при сильном стрессовом
сигнале – запуск апоптоза [57, 58, 64]. Белок p53
также обнаруживается в клеточных ядрышках,
являющихся «фабриками рибосом». Нарушение
синтеза рибосом в ядрышке повышает уровень
р53, что передает сигнал о повреждении клетки в
системы, контролирующие клеточный метабо-
лизм, гомеостаз и выживание [66, 67]. 

Белок р53 состоит из одной полипептидной
цепи из 393 аминокислот. В клетках он образует
тетрамер из двух одинаковых димеров. Как у мно-
гих факторов транскрипции, в первичной струк-
туре p53 можно выделить ряд функциональных
модулей (рис. 7). На N-конце располагается тран-
сактивационный домен TAD (transactivation do-
main), подразделяющийся на два субдомена
TAD1 и TAD2 (аминокислоты 1–43 и 44–63). За
ними следует богатый пролином участок PRR
(proline-rich region, аминокислоты 64–92), ДНК-
связывающий домен DBD (аминокислоты 102–
292), который распознает p53RE и связывается с
ним, сигнал ядерной локализации NLS (nuclear
localization sequence); домен TET (tetramerization
domain, аминокислоты 320–355), ответственный
за тетрамеризацию p53, и C-концевой домен
(аминокислоты 356–393). Домены DBD и TET

Рис. 6. Структура β-катенина человека с двенадцатью повторами (ARM-домен), внутренне неупорядоченными N-доменом
и трансактивационным C-доменом. 

Трансактивационный
С-концевой домен

Спираль С

667

683
691

С

Неупорядоченный
-концевой доменN

N

ARM

Axin/APCα-Катенин

Кадгерин

Экспрессия генов

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Рис. 7. Схема основных структурных доменов p53: TAD1 и TAD2 – внутренне неупорядоченные трансактиваторные
домены, PRR – богатый пролином домен, DBD – ДНК-связывающий домен, NLS – сигнал ядерной локализации, TET –
домен, ответственный за тетрамеризацию, CTD – внутренне неупорядоченный С-концевой домен.
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высококонсервативны, тогда как внутренне не-
упорядоченные домены TAD и C-концевой до-
мен более изменчивы, что позволяет белку р53
гибко взаимодействовать со многими партнерами
[53, 68–71]. 

Домены DBD в тетрамерах p53 при взаимодей-
ствии с p53RE сгибают ДНК, причем по-разному
в участках с разными последовательностями нук-
леотидов [72]. При этом ДНК частично расплета-
ется, что облегчает связывание белков.

Домен TAD (TAD1+TAD2) из 63 аминокислот
несет значительный отрицательный заряд благо-
даря 17 остаткам глутаминовой и аспарагиновой
аминокислот. Он внутренне неупорядочен. Его
конформация определяется взаимодействием с
ДНК или другими белками. Известно, что p53 че-
ловека может взаимодействовать более, чем с
1000 различных белков, включая коактиваторы,
энхансеры и другие регуляторы транскрипции, а
также белки, осуществляющие посттрансляцион-
ные модификации – протеинкиназы, ацетил-
трансферазы и т.п. [73]. 

C-концевой домен из 29 аминокислот также
внутренне неупорядочен. В отличие от отрица-
тельного TAD, он содержит семь положительно
заряженных аминокислотных остатков (шесть
остатков лизина и один – аргинина). Это позво-
ляет ему неспецифически взаимодействовать с
отрицательно заряженными фосфатами ДНК не-
зависимо от ее формы – с изогнутыми участками,
сверхспиральными, намотанными на нуклеосо-
мы и т.п. [69]. C-концевой домен играет важную
роль в активации, клеточной локализации и де-
градации р53 [62]. Предполагается, что благодаря
сравнительно непрочному и неспецифическому
электростатическому связыванию положительно
заряженного C-концевого домена с отрицательно
заряженной ДНК, р53 может скользить вдоль мо-
лекулы ДНК в поисках нужного сайта, где доме-
ны DBD, также несущие положительные заряды,
более прочно и специфично связываются с p53RE
[74]. Это облегчает проблему навигации фактора
транскрипции, заменяя трехмерную диффузию

одномерной [68, 75–77]. (Источник энергии и ме-
ханизм выбора направления движения p53 и дру-
гих белков по ДНК неизвестны. При диффузии
направление движения определяется градиентом
концентрации, который отсутствует в случае от-
дельных молекул). Еще одна проблема: неясно,
как белки, перемещающиеся по хромосоме
(РНК-полимеразы, факторы транскрипции, ре-
парационные комплексы), преодолевают нукле-
осомы, на которые намотана ДНК. Можно пред-
положить, что тогда как положительно заряжен-
ный C-концевой домен стабилизирует р53 на
ДНК, отрицательно заряженный TAD за счет
электростатического отталкивания может сдви-
гать нуклеосому, несущую на поверхности отри-
цательно заряженную ДНК. Это будет вызывать
«качение» нуклеосомы по ДНК и освобождение
участков для транскрипции или репарации. Из-
вестно, что p53 часто связывается с p53RE, распо-
ложенными на нуклеосомах, вероятно из-за того,
что сгибание ДНК на нуклеосоме повышает срод-
ство к p53 [53, 78, 79]. При этом между отрица-
тельно заряженными ДНК и TAD могут встраи-
ваться положительно заряженные участки взаи-
модействующих с ДНК белков, таких как РНК
полимеразы, белки репарационных комплексов,
коактиваторы или энхансеры транскрипции
(рис. 8). 

Способность некоторых факторов транскрип-
ции, таких как р53 или c-Myc, неспецифически
регулировать экспрессию многих сотен генов ка-
жется загадочной. Предполагается, что регуляция
множества генов может быть обусловлена не
только специфическим связыванием p53 с p53RE
в промоторах определенных генов, но и его свя-
зыванием с рядом сильных энхансеров, что повы-
шает его общую транскрипционную активность
[53]. Тем не менее активация экспрессии разных
групп генов факторами транскрипции в опреде-
ленной степени специфична [80]. Каковы струк-
турные основы специфического связывания p53 с
теми или иными p53RE? Еще вопрос: каким об-
разом p53 по-разному реагирует на различные

Рис. 8. Предполагаемое взаимодействие p53 с нуклеосомой: «качение» нуклеосомы и взаимодействие с положительно
заряженными доменами белков, связывающихся с ДНК.
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стимулы? Возможно, это обеспечивается внут-
ренне неупорядоченными участками (IDR, intri-
scally disordered regions), которые могут взаимо-
действовать с разнообразными белками. Наличие
IDR очень характерно для разных факторов тран-
скрипции [81]. У p53 таким участком является
TAD, способный взаимодействовать со множе-
ством белков, что обеспечивает его чувствитель-
ность к разным стимулам и способность активи-
ровать экспрессию различных генов [53]. Благо-
даря жесткому линкерному пролиновому участку
PRR, TAD высовывается наружу из центрального
комплекса DBD/ДНК и таким образом может
взаимодействовать с разнообразными коактива-
торными и энхансерными белками [70]. Сродство
к разным партнерам p53 регулируется посттранс-
ляционными модификациями, особенно фосфо-
рилированием и ацетилированием TAD [70]. Так-
же предполагается, что разная экспрессия р53-
регулируемых групп генов, которые контролиру-
ют разные клеточные процессы, обусловлена ло-
кальными различиями в структуре хроматина: то-
пологией ДНК, расположением p53RE, метили-
рованием ДНК в промоторах, сближением
далеких энхансеров, доступностью промоторов
генов для RNAPII и т.п. [53]. В частности, селек-
тивность действия p53 может быть связана со
способностью по-разному изгибать ДНК в местах
с разными последовательностями нуклеотидов
[72, 74]. 

Разные посттрансляционные модификации ре-
гулируют активность p53, у которого 36 аминокис-
лот могут подвергаться фосфорилированию, мети-
лированию, ацетилированию, гликозилированию
и т.д. [82]. Как отмечалось выше, фосфорилирова-
ние серинов 18 и 20 в TAD препятствует связыва-
нию MDM2, ведущему к деградации p53 [57]. Аце-
тилирование различных лизинов дифференциаль-
но усиливает транскрипционную активность p53,
приводя к экспрессии разных групп генов и раз-
ным клеточным ответам. Так, неацетилированный
белок p53 стимулирует экспрессию MDM2 и дру-
гих белков, препятствующих его чрезмерной акти-
вации. При повреждении ДНК p53 ацетилируется
ацетилтрансферазой CBP/p300 и вместе с белками
Tip 60 и MOF стимулирует экспрессию белков p21
и GADD45, вызывающих остановку клеточного
цикла и индуцирующих репарацию ДНК [82]. При
сильных, нерепарируемых повреждениях ДНК,
вызванных такими вредными факторами, как ги-
поксия, эксайтотоксичность, окислительный
стресс, ионизирующее излучение или нарушение
функции ядрышка, увеличивается экспрессия p53.
При этом ацетилируются почти все лизиновые
остатки, и p53 начинает стимулировать экспрес-
сию генов, кодирующих апоптотические белки:
каспазы 6, Apaf-1, HtrA2, Bax, Bid, NOXA, PUMA,
Fas, DR4, DR5 и т.п. Это приводит к апоптотиче-

ской смерти клеток [64–67]. Но p53 может индуци-
ровать апоптоз не только транскрипционным пу-
тем, но и независимо от транскрипции. Цитоплаз-
матический p53 непосредственно связывается c
наружной митохондриальной мембраной, ингиби-
рует антиапоптотические белки Bcl-2 и Bcl-XL, ак-
тивирует проапоптотические белки Bax и Bid и
стимулирует Bax/Bak-опосредованное формиро-
вание мегапор в наружной митохондриальной
мембране, через которые цитохром с, SMAC/Diab-
lo, AIF и другие проапоптотические белки выходят
в цитозоль и вызывают апоптоз [54,58-60]. 

Таким образом, р53 – многофункциональный
moonlighting-белок, который действует как фак-
тор транскрипции, функции которого опосредо-
ваны экспрессией множества белков, и как проа-
поптотический агент, непосредственно влияю-
щий на митохондрии. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Многофункциональность белков – не единич-

ное явление. Она характерна для сотен белков, и
это существенно расширяет функциональное
разнообразие, которое, казалось бы, ограничено
малым числом генов. Почему и как появились
moonlighting и более сложные многофункцио-
нальные белки – волнующий вопрос, на кото-
рый, как и на другие эволюционные проблемы,
пока нет ответа. Согласно одному из предположе-
ний, «безразличные» мутации, затрагивающие
поверхностные участки белков, которые не кри-
тичны для выполнения их канонической функ-
ции, могут приводить к появлению новых функ-
ций. Имеется немало примеров, когда точечные
мутации, затрагивающие одну-две аминокисло-
ты, могут существенно изменить свойства по-
верхности, изменяя тем самым участие данного
белка в надмолекулярном комплексе или его кле-
точную локализацию. Такие мутации могут быть
одним из механизмов возникновения MLP. Даль-
ше следует дупликация гена, амплификация и от-
бор, если эти мутации приводят к полезным свой-
ствам [14]. Вероятность появления новых функ-
ций выше у изобильных белков, которых много в
клетке, и чаще их столкновения с белками-парт-
нерами. Возможно, именно поэтому многие бел-
ки домашнего хозяйства, такие как белки глико-
лиза, рибосом, молекулярных моторов и т.п., об-
ладают moonlighting-функциями [83, 84]. Они
найдены как у бактерий и дрожжей, так и у выс-
ших организмов [83–87]. Была высказана мысль о
том, что широкая распространенность moonlight-
ing белков в природе представляет собой резерву-
ар функций для адаптации к изменяющейся среде
[87].

Важным фактором этого процесса является
несбалансированность синтеза и использования
таких белков. Так, в случае рибосомных белков



476

БИОФИЗИКА  том 65  № 3  2020

УЗДЕНСКИЙ

возможно, что перепроизводство некоторых из
них могло приводить к появлению в цитоплазме
избыточных свободных белков, не встроившихся
в рибосомы. Такие белки, как рассмотренный
выше белок rpS3, пробрели способность исполь-
зоваться для других процессов, таких как участие
в репарации ДНК и регуляции экспрессии генов.
Ярким и более сложным примером нарушения
баланса процессов синтеза, использования и про-
теолиза является β-катенин: белок, не встроив-
шийся в мембранный адгезионный комплекс, де-
градирует. Но приход внеклеточного сигнала Wnt
на поверхностные рецепторы предотвращает де-
градацию β-катенина. Он переносится в ядро, где
регулирует экспрессию генов. Важным регулято-
ром изменения внутриклеточной локализации
белков и, соответственно, переключения его
функций являются посттрансляционные моди-
фикации. Это показано на примере белка STAT3,
который после фосфорилирования тирозинов
направляется в ядро, где служит фактором тран-
скрипции, а после фосфорилирования серинов
цитоплазматическими протеинкиназами переме-
щается в митохондрии, где активирует электрон-
транспортные процессы. Таким образом, источ-
ником информации в клетке является не только
зафиксированная в нуклеотидной последова-
тельности ДНК информация о структуре белков,
которая сообщает, какие белки будут синтезиро-
ваться, но и информационные сигналы, приходя-
щие извне: изменение физико-химического со-
стояния среды (температура, ионный и газовый
состав, рН, свободные радикалы, контакты с со-
седними клетками и т.д.), а также сигнальные мо-
лекулы, поступающие от других клеток и запуска-
ющие внутриклеточные сигнальные каскады.
Они регулируют экспрессию генов и определяют
динамику и количество синтезируемых белков.

Классические представления о роли перифе-
рических аминокислотных последовательностей,
не входящих в активный центр и его ближайшее
окружение, в последнее время расширяются. Пе-
риферия белковой глобулы не только является
комплементарной поверхностью при сборке над-
молекулярных комплексов или встраивании бел-
ка в мембрану, но участвует в более широком кру-
ге межмолекулярных взаимодействий. Разрабо-
танные в последние годы компьютерные методы
поиска, выявления и предсказания многофунк-
циональных белков [88, 89] показали, что в бел-
ковых взаимодействиях, участвующих в образо-
вании надмолекулярных комплексов и формиро-
вании сигнальных и метаболических цепочек и
сетей, важную роль играют внутренне неупорядо-
ченные участки белков (IDR). IDR широко рас-
пространены у многих сигнальных белков и фак-
торов транскрипции [81, 90–95]. Часто они рас-
полагаются на N- или C-концах полипептидной
цепи. На сегодняшний день обнаружено более

650 тысяч видов сетевых межбелковых взаимо-
действий [89, 95]. Вышеупомянутые факторы
транскрипции STAT3, β-катенин и p53 тоже со-
держат IDR. Неупорядоченными могут быть и це-
лые белки, такие как кальмодулин или шаперо-
ны. IDR более лабильны и чаще мутируют, поэто-
му они более изменчивы и могут играть важную
роль в эволюционном происхождения MLP бел-
ков [96–98]. Как оказалось, в их взаимодействиях
существенную роль играют консервативные ко-
роткие линейные последовательности (SLiM) из
трех-десяти аминокислот [96–98]. Белковые вза-
имодействия в таких последовательностях срав-
нительно слабые, со сродством в микромолярном
диапазоне. Поэтому они кратковременны и обра-
тимы. Они легко модулируются посттрансляци-
онными модификациями, которые переключают
структуру и функции белка. При этом определя-
ющую роль во взаимодействиях и изменениях
конформации MLP и переключении их функций
играют их белковые или нуклеиновые партнеры,
находящиеся в зоне взаимодействия. 

Таким образом, хотя число генов весьма огра-
ничено, у многих белков, кодируемых одним ге-
ном, развилась способность выполнять две и
больше различных функций, реализующихся в
зависимости от контекста: клеточной локализа-
ции, микроокружения, образования комплексов
с другими белками, посттрансляционных моди-
фикаций и т.д. Наличие многофункциональных
белков порождает целый ряд вопросов: об их пер-
вичной и третичной структуре, о связи структуры
с функциями, о механизмах структурно-функци-
онального переключения, о фолдинге белков из
нескольких доменов и их рефолдинге при изме-
нении клеточной локализации, о самосборке бел-
ковых и нуклеопротеиновых комплексов, о роли
MLP в системе управления клеткой, о появлении
и преобразованиях MLP в процессе эволюции,
и т.д. 
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Multifunctional Proteins
 А.B. Uzdensky

Ivanovsky Academy of Biology and Biotechnologies, Southern Federal University, 
prosp. Stachki 194/1, Rostov-on-Don, 344090 Russia

A surprisingly small number of human genes (19–20 thousand) are not consistent with a much larger number
of proteins and the number of their functions. One of the factors of functional diversity is protein multifunc-
tionality. Important subgroups of such proteins are moonlighting proteins, in which single polypeptide chain
serves two or more functions under different conditions. They are often abundant housekeeping proteins: ri-
bosomal proteins and other glycolytic enzymes. This review article deals with the aspect of structures and
functions of some of these proteins such as ribosomal protein S3, cytochrome c, glyceraldehyde-6-phosphate
dehydrogenase, and STAT3, β-catenin and p53 proteins as transcription factors. Shifting balance of protein
synthesis, utilization and degradation, protein localization-dependent changes, post-translational modifica-
tions play important role in switching protein functions. It was shown that the internal intrinsically disordered
protein regions are significant in the formation of intermolecular complexes with other proteins and nucleic
acids. The appearance of multifunctional proteins during evolution is discussed.

Keywords: multifunctional proteins; cytochrome c; GAPDH; β-catenin; STAT3; p53
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Обсуждаются экспериментальные данные, полученные при изучении влияния переменного
магнитного поля низкой частоты на конформационные переходы человеческого сывороточного
альбумина в присутствии наночастиц серебра с помощью флуоресцентной спектроскопии при
разных значениях рН. Обнаружен эффект резкого усиления интенсивности флуоресценции
альбумина в присутствии наночастиц серебра, изменяющийся при воздействии переменным
магнитным полем низкой частоты. Полученная формула для расчета сечения рассеяния света на
сферической наночастице определенного радиуса позволяет рассчитывать размеры нано-
микроструктур на основе наночастиц и природных биополимеров по типу «ядро–оболочка»,
физико-химическими свойствами которых можно управлять с помощью магнитного поля.
Предложенная модель образования в растворе ассоциатов «белок–наночастица» по диполь-
дипольному механизму хорошо согласуется с экспериментальными данными. 

Ключевые слова: переменное магнитное поле низкой частоты, альбумин, наночастицы серебра,
собственная флуоресценция, конформационные переходы. 
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Человеческий сывороточный альбумин
(ЧСА), помимо поддержания осмотического дав-
ления крови и белкового резерва организма, вы-
полняет важную функцию, осуществляя транс-
порт эндогенных и экзогенных субстанций [1].
Альбумин обратимо связывает лиганды различ-
ной химической структуры: биологически актив-
ные вещества, жирные кислоты, неорганические
ионы, лекарственные вещества и их метаболиты
[2]. Существует ограниченное число мест связы-
вания в молекуле ЧСА, в идентификации кото-
рых основополагающей считается работа G. Sud-
low с соавт. [3]. Одним из важных центром связы-
вания в структуре ЧСА или рекомбинантного
ЧСА является участок в субдомене IIA, который
содержит единственный в молекуле сывороточ-
ного альбумина человека остаток триптофана –
Trp214. Это позволяет исследовать структурные
изменения молекулы альбумина с помощью ре-
гистрации триптофановой флуоресценции. Во
многих работах отмечается гибкость и конформа-

ционная лабильность молекулы ЧСА, а также
восприимчивость к разного рода регуляторным
влияниям [2, 4, 5]. 

Плазмонно-резонансные наночастицы сереб-
ра благодаря редкому сочетанию уникальных
бактерицидных и оптических свойств широко
применяются в медицинских целях [6–8], а также
для включения в структуру оболочек микрокап-
сул в терапии онкологических заболеваний [9].
Для дистанционного высвобождения веществ из
объема микрокапсул используется оптическое
излучение, при этом механизм высвобождения,
как правило, – это нагрев наночастиц, встроен-
ных в оболочку микрокапсул [10, 11]. В новом на-
правлении персонализированной медицины –
тераностике – широкое распространение полу-
чили платформы гигантского комбинационного
рассеяния на основе частиц, декорированных
плазмонно-резонансными наночастицами, как
сенсорные системы для внутриклеточных иссле-
дований [11, 12]. Как отмечается в работе [12], су-
щественными проблемами в тераностике явля-
ются биосовместимость искусственных носите-
лей с транспортными системами крови и

Сокращения: ЧСА – сывороточный альбумин человека,
МП – магнитное поле.
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экранирование биологически активных препара-
тов от действий иммунной системы.

Изучение объектов и систем, структурирован-
ных в нанометровом масштабе, вызывает боль-
шой интерес у исследователей вследствие нали-
чия у них специфических физических свойств
[13]. В качестве такой системы рассмотрены кол-
лоидные растворы наночастиц серебра в растворе
ЧСА. Высокая восприимчивость биополимеров к
разного рода регуляторным влияниям, в том чис-
ле изменение их структуры при воздействии
электромагнитных полей, как это отмечается в
работах [14–16], создает предпосылки для реали-
зации аллостерических влияний со стороны на-
ночастиц серебра на процесс связывания с ЧСА.

Цель настоящей работы заключалась в изуче-
нии взаимодействия наночастиц серебра задан-
ного размера с человеческим сывороточным аль-
бумином методом флуоресцентной спектроско-
пии под действием переменного магнитного поля
низкой частоты, по уровню напряженности сопо-
ставимого с геомагнитным полем. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали водный раствор нано-

частиц серебра (диаметр 12 нм ± 10%) с исходной
концентрацией 630 мкг/мл. Раствор содержал в
качестве стабилизатора поливинилпиролидон.
Размеры наночастиц серебра контролировали с
помощью электронного растрового микроскопа
JSM-7500F (Jeol, Япония). Водный раствор ЧСА
был получен путем разведения белка до концен-
трации 5 мкМ в буферной системе (рН 6.5). Рабо-
чие растворы ЧСА готовили с использованием
физиологического раствора. Для исследования
смешивали растворы таким образом, чтобы кон-
центрации ЧСА и наночастиц серебра составляли
10–6 М и 0.33 мкг/мл соответственно.

Флуоресцентные исследования проводили на
спектрофлуориметре F-2700 (Hitachi, Япония).
Триптофановую флуоресценцию раствора ЧСА
регистрировали в диапазоне длин волн от 270 до
500 нм при возбуждении светом с длиной волны
λвозб 290 или 295 нм. 

Спектры поглощения растворов регистриро-
вали на спектрофотометре UV-1800 (Shimadzu,
Япония).

Обработка проб магнитным полем. В ходе экс-
периментов использовали разработанное ранее
устройство для автоматизированного исследова-
ния биологических жидкостей в переменном маг-
нитном поле (рис. 1) [17]. Обработку растворов
ЧСА и наночастиц серебра переменным магнит-
ным полем (МП) низкой частоты проводили в хи-
мически чистой стерильной пластиковой посуде
при температуре 20–22°С и толщине обрабатыва-
емого слоя 2 мм. Образец размещали в центр со-

леноида, где МП с достаточной точностью можно
считать однородным, поскольку размеры солено-
ида много больше размеров образца. Напряжен-
ность МП в месте нахождения образца составляла
24 ± 4 А/м, частота МП изменялась с шагом 0.2 Гц
в диапазоне от 3 до 30 Гц. 

В модуль для измерения физических характе-
ристик биологических жидкостей помещали вод-
ный раствор ЧСА, содержащий или не содержа-
щий наночастицы серебра. Температуру раствора
контролировали с помощью датчика температу-
ры с точностью до 0.2°С, задавали начальную ча-
стоту МП и соответствующую напряженность и
проводили обработку образца в течение 10 мин.
Затем регистрировали интенсивность флуорес-
ценции образца при соответствующей длине вол-
ны. Далее микроконтроллер изменял частоту МП
с шагом в 0.5 Гц. После каждого изменения часто-
ты МП и обработки образца регистрировали ин-
тенсивность его флуоресценции и делали паузу в
течение 30 с. 

Статистическая обработка. Полученные дан-
ные анализировали в пакете статистического ана-
лиза Statistica 6.0. Сравнение групп по количе-
ственным признакам проводили с использовани-
ем двухвыборочного t-критерия Стьюдента.
Корреляционную зависимость и силу связи уста-
навливали, используя корреляционный анализ

Рис. 1. Структурная схема устройства для автоматизи-
рованного поиска оптимальных параметров обработ-
ки биологических жидкостей переменным МП:
ИМ – измерительный модуль; ДН, ДТ – датчики на-
пряженности магнитного поля и температуры соот-
ветственно; ЭК – заземленная экранированная каме-
ра; С – соленоид; МУИ – модуль управления и инди-
кации; УМ – усилитель мощности; МК –
микроконтроллер; ГБ – генераторный блок; ПК –
персональный компьютер
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по Спирману. Различия считали статистически
значимыми при р < 0.05 [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Флуоресценцию водного раствора ЧСА селек-
тивно возбуждали при длинах волн λвозб 290 или
295 нм, при которых поглощает главным образом
аминокислотный остаток триптофана в молекуле
ЧСА. Величина интенсивности флуоресценции
ЧСА при обработке переменным МП разной ча-
стоты изменялась от 950 до 1300 отн. ед. в зависи-
мости от используемой частоты МП. Относитель-
ную интенсивность флуоресценции определяли,
как отношение суммарной флуоресценции для
образца, обработанного МП, к флуоресценции
контроля (необлученный образец). При подсчете
суммарной флуоресценции для всех образцов
брали диапазон длин волн излучения от 270 нм до
440 нм. Относительная интенсивность флуорес-
ценции вычислялась по формуле:

Iотн = Iсум.f / Iсум.К. (1)

Зависимость Iотн от частоты облучения при
pH, близком к изоэлектрической точке ЧСА,
представлена на рис. 2.

Исследования флуоресцентно-спектральных
характеристик аминокислотного остатка трипто-
фана в молекуле ЧСА при различных значениях
pH растворов в отсутствие действия МП показа-
ли, что при увеличении значения pH от 3.5 до
6.5 происходит значительное увеличение интен-
сивности флуоресценции в максимуме спектра
Iфл_max, что согласуется с данными, полученны-
ми в работе [19] (рис. 3). Как видно из рис. 3, при
изменении pH раствора от 4.0 до 6.5 наблюдается

смещение максимума интенсивности флуорес-
ценции на 20 нм в длинноволновую область, а ин-
тенсивность флуоресценции Iфл_max увеличива-
ется от 50 до 1250 отн. ед. Это свидетельствует о
существенном изменении конформации молеку-
лы альбумина при изменении pH и подтверждает
так называемый конформационный N–F-пере-
ход, который не приводит к денатурации альбу-
мина, а лишь разворачивает аминокислоты отно-
сительно друг друга [1].

Помимо разгорания триптофановой флуорес-
ценции ЧСА при увеличении pH происходит
красный сдвиг максимума спектра флуоресцен-
ции (рис. 3), что, по-видимому, обусловливается
протонированием карбоксильных групп белка,
поскольку F-форма ЧСА, имеющая место при
низких значениях рН, характеризуется более
рыхлой структурой с разупорядоченными гидро-
фобными областями, более доступными для мо-
лекул воды [1]. 

На рис. 4 приведены спектры флуоресценции
водного раствора ЧСА в присутствии наночастиц
серебра при рН 6.5, соответствующего физиоло-
гическому значению плазмы крови, полученные
после их обработки переменным МП низкой ча-
стоты. Добавление в раствор ЧСА эквимолярных
количеств наночастиц серебра приводит к резко-
му увеличению интенсивности флуоресценции с
450 отн. ед. (рис. 3) до 3900 отн. ед. (рис. 4). Вид-
но, что дальнейшая обработка МП раствора ЧСА
в присутствии наночастиц серебра приводит к
еще более значительному увеличению интенсив-
ности флуоресценции.

На рис. 5 приведены зависимости интенсив-
ности флуоресценции раствора наночастиц се-
ребра (С(Ag) = 0,33 мг/л), водного раствора ЧСА,

Рис. 2. Относительная интенсивность триптофановой флуоресценции человеческого сывороточного альбумина при
обработке ЭМП разной частоты и рН 4.5. Время облучения образцов 10 мин, t = 22°C, λвозб = 290 нм (n = 10, р = 0.95,
t0.95 = 1.96).
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а также водного раствора ЧСА в присутствии на-
ночастиц серебра при рН 6.5 от частоты воздей-
ствующего переменного МП на раствор, из кото-
рых видно, что максимальное значение интен-
сивности флуоресценции наблюдается при
воздействии на изучаемые растворы МП с часто-
той 4 и 12 Гц. Также, как видно из рис. 5, интен-
сивность флуоресценции растворов HSА c нано-
частицами серебра возрастает в 15–20 раз по срав-
нению с интенсивностями флуоресценции
растворов, содержащих только наночастицы се-
ребра и только ЧСА.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В основе транспортной функции альбумина
лежит способность к обратимому связыванию

лигандов различной химической структуры. Счи-
тается, что одним из механизмов транспортиров-
ки является поляризация входящих в структуру
ЧСА функциональных групп аминокислотных
остатков по схеме

–COOH + –NH3 → –COO– + NH4
+.

В изоэлектрической точке при pI 4.7 поляриза-
ция ЧСА отсутствует [1], но при изменении pH
возникают поляризованные участки альбумина,
способные взаимодействовать с лигандами. 

Наночастицы серебра в водных растворах вза-
имодействуют с ЧСА по диполь-дипольному ме-
ханизму, образуя ассоциаты, о наличии которых
свидетельствует увеличение интенсивности флу-
оресценции ЧСА в присутствии наночастиц се-
ребра (рис. 4). При обработке растворов ассоциа-

Рис. 3. Зависимости интенсивности флуоресценции Iфл_max
 (1, левая шкала) и длины волны λфл_max

 (2, правая шкала)
в максимуме спектра флуоресценции ЧСА (5 мкМ) от pH растворов (λвозб = 290 нм).
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тов ЧСА с наночастицами серебра переменным
МП низкой частоты наблюдается дальнейшее
значительное увеличение интенсивности флуо-
ресценции, что объясняется индуктивно-резо-
нансным переносом энергии плазмонных коле-
баний наночастиц на молекулы ЧСА.

Для подтверждения высказанной гипотезы
был проведен теоретический анализ процесса ре-
зонансного рассеяния, который, в отличие от
теории Ми [19], опирался на разложение падаю-
щей плоской электромагнитной волны по сфери-
ческим волнам для всех мультипольностей l ≥ 1.
Нами была получена следующая формула для се-
чения рассеяния электромагнитной волны на
сферической наночастице радиуса r:

(2)

где ε – комплексная диэлектрическая проницае-
мость материала наночастицы, εm – диэлектриче-
ская проницаемость окружающей среды, и сим-
волом Im обозначено взятие мнимой части. При
l = 1 формула (2) переходит в соответствующую
формулу теории Ми [20]. 

Спектры флуоресценции как раствора ЧСА,
так и ЧСА в присутствии наночастиц Ag имели
четко выраженный пик в области длин волн от
300 до 400 нм, который имел почти гауссову фор-
му. Наличие такого пика объясняется резонанс-
ным рассеянием света на наночастице серебра.
Использование экспериментальных данных для
диэлектрической проницаемости серебра позво-
лило рассчитать резонансную длину волны для
наночастицы диаметром 12 нм, которая оказалась
равной 354 нм, что хорошо согласуется с экспери-

2

2
1

( )2 1 2 12 Im ,
( 1) 3 2 ( 1)

m r

l m r

ll l
r l l l l l

∞

=

 ε − ε σ + +=    π + + ε + + ε   


ментом (рис. 4). Высота пика резонансного рассе-
яния составляла около 400 отн. ед. для раствора,
содержащего только наночастицы серебра, и свы-
ше 8000 отн. ед. для раствора ЧСА с наночастица-
ми Ag. Полученный результат можно объяснить,
если предположить, что молекулы ЧСА, взаимо-
действующие с наночастицами Ag посредством
диполь-дипольного механизма, образуют систе-
му двух связанных резонаторов, что и приводит к
резкому усилению интенсивности флуоресцен-
ции по сравнению с флуоресценцией раствора,
содержащего только альбумин. Такая модель поз-
воляет объяснить влияние низкочастотного пере-
менного МП на спектры флуоресценции ЧСА в
присутствии наночастиц Ag. Расчеты, проведен-
ные для пары ЧСА+Ag, позволили подтвердить
это предположение, показав, что возрастание се-
чения рассеяния света происходит при образова-
нии ассоциатов. Поскольку присутствие наноча-
стиц серебра в растворе ЧСА приводит к увеличе-
нию интенсивности флуоресценции более чем в
20 раз, а концентрации молекул ЧСА и наноча-
стиц Ag сопоставимы по величине и размеры мо-
лекул альбумина и наночастиц примерно одина-
ковы, то, возможно, в растворе образуются слож-
ные ассоциаты, содержащие несколько молекул
белка, связанных с наночастицами Ag. Образова-
ние таких ассоциатов может приводить к ради-
кальной перестройке структуры и функций бел-
ков, а влияние МП на структуру ассоциатов поз-
воляет в определенной степени управлять этими
свойствами.

Эффект усиления люминесценции наноча-
стиц серебра в присутствии молекул ЧСА может
быть также объяснен сенсибилизацией люминес-
ценции. Это явление, хорошо исследованное для

Рис. 5. Зависимости интенсивности флуоресценции раствора ЧСА и наночастиц серебра (С(Ag) = 0.33 мг/л) – правая
шкала и водного раствора ЧСА (1 мкМ) в присутствии наночастиц серебра – левая шкала при рН 6.5 и t = 22°С после
воздействия магнитным полем различной частоты в течение 10 мин, λвозб = 290 нм, λисп = 354 нм (n = 10, р = 0.95,
t0.95 = 1.96).
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неорганических материалов [21], наблюдается
как значительное увеличение интенсивности лю-
минесценции при дополнительном введении в
люминофор примеси, которая сама по себе либо
не светит вообще, либо обладает незначительны-
ми люминесцентными свойствами. Суть явления
сенсибилизации люминесценции заключается в
том, что центры-сенсибилизаторы (в данном слу-
чае – молекулы ЧСА) переходят из основного в
возбужденное состояние при поглощении света,
после чего передают свою энергию электронного
возбуждения акцепторам – люминесцирующим
центрам (наночастицам Ag) с последующим вы-
свечиванием. Механизм передачи энергии элек-
тронного возбуждения – индуктивно-резонанс-
ный, взаимодействие в паре «сенсибилизатор–
акцептор», как правило, диполь-дипольное. В на-
ших системах сенсибилизация люминесценции
наночастиц Ag приводит к увеличению интенсив-
ности свечения более чем в 20 раз, следовательно,
сечение поглощения молекул ЧСА превышает се-
чение поглощения наночастиц серебра более чем
в 20 раз. Таким образом, добротность системы со-
ставляет около 20, поскольку часть энергии элек-
тронного возбуждения молекул ЧСА теряется при
внутрицентровой релаксации, т.е. в конечном
счете переходит в тепло. 

С помощью предложенной математической
модели возможен расчет резонансных длин волн
переменного МП для сферических наночастиц
серебра заданного размера в присутствии ЧСА,
при которых внутри клетки будет происходить са-
моорганизация и образование крупных ассоциа-
тов «наночастица–ЧСА». Это может быть ис-
пользовано для внутриклеточных исследований
или последующего воздействия на подобную на-
но/микроструктуру оптическим излучением в те-
рапии онкологических заболеваний.

ВЫВОДЫ
Влияние наночастиц серебра на молекулярное

окружение определяется наличием у них плаз-
монных колебаний плотности электронного газа,
что изменяет эффективность взаимодействия
близлежащих молекул ЧСА с внешним перемен-
ным МП. Обнаружен эффект резкого усиления
интенсивности флуоресценции альбумина в при-
сутствии наночастиц серебра, который изменяет-
ся при воздействии на раствор, содержащий ЧСА
и наночастицы серебра в соизмеримых количе-
ствах, переменного МП. Образование таких ассо-
циатов может приводить к радикальной пере-
стройке функций белков. Предложенная универ-
сальная математическая модель позволяет
рассчитывать размеры нано-микроструктур на
основе плазмонно-резонансных наночастиц и
природных биополимеров по типу «ядро–обо-
лочка», физико-химическими свойствами ко-

торых можно управлять с помощью МП. Полу-
ченные результаты могут найти применение в
развитии персонализированной медицины, на-
правленной на повышение качества лечения,
связанной с разработкой функциональных нано-
и микроструктур на основе наночастиц в новом
направлении медицины – тератоностике.
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The Influence of an Alternating Magnetic Field and Silver Nanoparticles on the Spectral 
Characteristics of an Aqueous Solution of Human Serum Albumin

 E.E. Tekutskaya, M.G. Baryshev, E.N. Tumaev, and G.P. Ilchenko

Kuban State University, ul. Stavropolskaya 149, Krasnodar, 350040 Russia

In this paper we are concerned with experimental data that are obtained from the study of the effect of low-
frequency alternating magnetic field on the conformational transitions of human serum albumin in the pres-
ence of silver nanoparticles by means of f luorescence spectroscopy at different pH values. Albumin in the
presence of silver nanoparticles showed a sharp increase of f luorescence intensity with further variations of
this effect due to exposure to low frequency alternating magnetic field. The obtained formula for calculating
a cross-section of the light scattering from a spherical nanoparticle of a certain radius can be used to calculate
sizes of nano/microstructures based on natural biopolymer core-shell nanoparticles, physico-chemical prop-
erties of which can change under the influence of a magnetic field. The proposed model for the formation of
interactions between protein and nanoparticle as a dipole-dipole interaction in a solution is in good agree-
ment with the experimental data.

Keywords: low-frequency alternating magnetic field, albumin, silver nanoparticles, natural fluorescence, confor-
mational transitions
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Методом ЭПР-спектроскопии в присутствии спиновой ловушки и спинового зонда исследовано
влияние терагерцового излучения на функциональную активность бычьего сывороточного альбу-
мина. Применение рН-чувствительной имидазолиновой спиновой ловушки позволило зафиксиро-
вать изменение прочности связывания альбумина с оксидом азота. При помощи спинового зонда,
образующегося непосредственно в водном растворе альбумина из предшественника – дигидропи-
разиндиоксида, – показано, что под воздействием терагерцового облучения изменяются интенсив-
ность и ширина линий в спектре ЭПР спинового зонда, что свидетельствует об изменении числа и
подвижности парамагнитных центров. Наблюдаемые изменения соотнесены со структурными ха-
рактеристиками реакционных центров бычьего сывороточного альбумина – функциональных
групп аминокислот, входящих в состав белка. 

Ключевые слова: терагерцовое излучение, бычий сывороточный альбумин, ЭПР-спектроскопия, спино-
вая ловушка, спиновый зонд, конформация.
DOI: 10.31857/S0006302920030072

Терагерцовое излучение охватывает спек-
тральный диапазон от 0.1 до 10 ТГц, располагаясь
между микроволновой и инфракрасной областя-
ми [1]. Это излучение поглощается водой, и одни
из первых примеров биомедицинских примене-
ний этого излучения были связаны со слежением
за изменениями содержания воды в биологиче-
ских объектах [2]. Проводились исследования
биологических эффектов терагерцового излуче-
ния на клеточном уровне [3] и на уровне организ-
ма [4]. Так, например, сообщалось об обнаруже-
нии влияния терагерцового излучения на измене-
ние числа мутаций у дрозофил после
предварительной обработки гамма-излучением
[5]. Было обнаружено влияние терагерцового из-
лучения на ДНК человеческих лейкоцитов [6] и

на фибробласты [7]. Интерес к изучению биоло-
гических эффектов терагерцового излучения свя-
зан с тем, что у многих биологических полимеров
частоты колебательно-вращательных переходов
лежат в этой спектральной области. Энергии
кванта терагерцового излучения недостаточно
для разрыва даже слабых водородных связей, по-
этому не приходится ожидать прямого химиче-
ского действия излучения в этом диапазоне.
Энергетически область терагерцового излучения
соответствует коллективным колебательно-вра-
щательным переходам, и именно в изменениях
конформаций сложных молекул могут быть при-
чины экспериментально наблюдавшегося влия-
ния терагерцового излучения на биообъекты, хо-
тя детальные молекулярные механизмы такого
влияния остаются малоизученными. Механизмы
влияния терагерцового излучения необходимо
изучать на всех уровнях организации биологиче-
ской материи: от молекул до клеток и целого ор-

Сокращения: БСА – бычий сывороточный альбумин,
ДПДО – 1,4-дигидропиразиндиоксид, ЭПР – электрон-
ный парамагнитный резонанс, ПМИО – 1,2,2,5,5-пента-
метил-3-имидазолин-3-оксид.

УДК 535.8 + 547.8/963
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ганизма. Так, было исследовано изменение от-
клика в терагерцовой области в зависимости от
степени окисления для цитохрома с [8], изучалось
связывание белков с лигандами [9, 10], влияние
на гибкость структуры белка c рассмотрением
коллективных структурных переходов [11], а так-
же влияние на динамику сольватации пептидов
[12]. 

Данная работа базируется на результатах
предыдущих исследований влияния терагерцово-
го излучения на конформации пептидов [13, 14].
В этих работах было обнаружено влияние облуче-
ния белковых препаратов на последующую ад-
сорбцию кислорода на реакционных центрах мо-
лекулы белка. Было высказано предположение,
что одной из причин такого действия излучения
может быть вызванное облучением изменение
конформации белковой молекулы, приведшее к
изменению стерических условий для доступа мо-
лекулы кислорода к реакционным центрам. В на-
стоящей работе сделана попытка изучить молеку-
лярный механизм влияния терагерцового излуче-
ния на транспортные свойства бычьего
сывороточного альбумина (БСА) – водораство-
римого глобулярного белка, структура и свойства
которого хорошо изучены.

Альбумины выполняют в организме в основ-
ном транспортные функции: перенос липидов,
билирубина, жирных кислот, аминокислот,
ионов металлов [15]. Альбумины в крови также
связываются с лекарственными веществами и
осуществляют их перенос к органам. При выпол-
нении белком транспортной функции важна воз-
можность обратимой адсорбции, так как перено-
симый компонент должен связаться с белком до-
статочно прочно, чтобы переместиться с белком
по кровотоку, но затем должна осуществиться де-
сорбция переносимого компонента в органе-ми-
шени. Для адсорбции, помимо размерного соот-
ветствия реагирующего фрагмента биомолекулы
и лиганда, важна трехмерная структура адсорбци-
онного центра, поэтому ясно, что изменения
конформации молекулы белка могут приводить к
существенным изменениям биологической ак-
тивности. В данной работе исследовано влияние
терагерцового излучения на изменение прочно-
сти связывания БСА с оксидом азота.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе изучали пленочные препараты лио-

филизированного БСА (Sigma-Aldrich, США),
приготовленные нанесением 50 мкл водного рас-
твора белка с концентрацией 1 мг/мл на предва-
рительно очищенную подложку из кристалличе-

ского кварца. Нанесенную каплю распределяли
покровным стеклом по поверхности подложки,
затем образец высушивали в токе воздуха при ат-
мосферном давлении и комнатной температуре.
Относительная влажность воздуха при нанесении
и сушке образца поддерживалась на уровне не
выше 40%. Образцы хранили в эксикаторе над
обезвоженным силикагелем. Толщина получен-
ных пленок составляет 1–3 мкм, как было показа-
но эллипсометрическими измерениями [16].

Облучение пленочных образцов проводили на
установке, схема которой приведена на рис. 1.
Подробнее установка была описана ранее [17].
Источник терагерцового излучения работает в
импульсном режиме. Длительность импульса –
2–3 пс, частота следования ~ 80 МГц, спектр из-
лучения 0.2–1.5 ТГц, пиковая мощность 20 мВт.
Длительность облучения исследуемого объекта
составляла 60 мин. Все образцы готовили парами:
экспериментальный и контрольный. Контроль-
ный образец находился в тех же условиях, что и
экспериментальный, но его не облучали. В пред-
варительных опытах было показано при помощи
контроля температуры пленки в процессе облуче-
ния, а также при помощи нагревания контроль-
ных образцов до заданной температуры, что вли-

Рис. 1. Схема установки для облучения пленочных
образцов бычьего сывороточного альбумина: 1 –
фемтосекундный волоконный лазер, 2 – кристалл
InSb для генерации терагерцового излучения, 3 –
оптическая схема терагерцового спектрометра.
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НЕМОВА и др.

яние облучения на химические свойства пленки
не связано с ее нагревом [16]. 

В качестве предшественника спинового зонда
использовали органическое соединение класса
динитронов, синтезированное в Новосибирском
институте органической химии (НИОХ СО
РАН), – 1,4-дигидропиразиндиоксид (ДПДО)
[18]. Концентрация соединения в растворе для
исследования методом электронного парамаг-
нитного резонанса (ЭПР) составляла 7 мМ. Для
оценки адсорбции кислорода на реакционных
центрах молекулы БСА и для определения ло-
кальных изменений рН вблизи центров адсорб-
ции оксида азота применяли имидазолиновый
нитрон – 1,2,2,5,5-пентаметил-3-имидазолин-3-
оксид (ПМИО), также синтезированный в НИОХ
СО РАН [18]. Перед использованием это соедине-
ние очищали возгонкой при пониженном давле-
нии. Концентрация ПМИО в растворе для иссле-
дования методом ЭПР составляла 2 мМ. 

Оксид азота (II) получали по реакции нитрита
натрия с хлоридом железа (II) в присутствии со-
ляной кислоты (все реактивы – квалификации
«х.ч.»). Реакцию проводили в круглодонной трех-
горлой колбе, соединенной с буферной емкостью
для получения равномерного потока газа. После
обработки пленочного препарата альбумина в по-
токе газообразного оксида азота пленку смывали
дистиллированной водой (500 мкл) в стандарт-
ную ампулу для ЭПР-спектроскопии водных рас-
творов, приливали раствор спиновой ловушки и
производили запись спектров ЭПР. 

Спектры ЭПР записывали на приборе Bruker
ЕМХ (Bruker, Германия). Микроволновая мощ-
ность не превышала 10 мВт. Амплитуда модуля-

ции составляла 0.3–1.0 Гс, частота модуляции
100 кГц, усиление 1 ⋅ 104–5.6 ⋅ 105, постоянная
времени 0.2 с, развертка 100 Гс/200 с, микровол-
новая частота 9.6 ГГц. Константы сверхтонкого
расщепления определяли с точностью не менее
0.02 Гс. Количественные измерения интенсивно-
сти сигнала ЭПР проводили при помощи внеш-
него стандарта – кристалла дифенилпикрилгид-
разида, прикрепленного к внешней стороне
плоской кварцевой ампулы для ЭПР-спектроско-
пии водных растворов. 

Расчет структуры реакционных центров и
оценку выигрыша энергии при адсорбции кисло-
рода и оксида азота на функциональных центрах
БСА проводили при помощи программы CS
Chem 3D Pro, версия 5.0 (Cambridge Soft Corpora-
tion, Великобритания). В программе используют-
ся расчетные методы MNDO, AM1, PM3, а также
MM2 [19]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Образование парамагнитных центров в присут-
ствии предшественника спинового зонда (1,4-ди-
гидропиразиндиоксида). Было обнаружено, что
диамагнитное соединение ДПДО в водных рас-
творах альбумина частично превращается в нит-
роксильный радикал, который легко зарегистри-
ровать методом ЭПР-спектроскопии. Этот сиг-
нал представляет собой триплет с константой
сверхтонкого расщепления aN = 14.7 Гс (рис. 2).
При помощи внешнего стандарта интенсивности
было проведено сравнение интенсивностей сиг-
налов ЭПР нитроксильного радикала, образовав-
шегося из ДПДО в растворе альбумина, облучен-
ного терагерцовым излучением, и в растворе не-

Рис. 2. Спектры ЭПР нитроксильного радикала, образовавшегося из дигидропиразиндиоксида в присутствии
облученного (а) и необлученного (б) бычьего сывороточного альбумина. 
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облученного альбумина. Сравнение показало, что
интенсивность сигнала в первом случае пример-
но в 1.6 раза больше, чем во втором. Это означает,
что число возникающих парамагнитных центров
больше в случае облученного альбумина. Было
также отмечено, что ширина линий в спектре
ЭПР ДПДО в присутствии облученного БСА
(2.14 ± 0.02 Гс) больше, чем в случае необлученно-
го (1.81 ± 0.02 Гс). Как видим, различие составляет
около 15%. Ширина линии в спектре ЭПР связа-
на с подвижностью парамагнитного центра: если
подвижность велика, то происходит сужение ли-
нии. Таким образом, видно, что парамагнитные
центры, возникающие в присутствии облученно-
го альбумина, менее подвижны по сравнению с
необлученным. 

В предположении, что образованию парамаг-
нитных центров способствует адсорбция кисло-
рода на группах альбумина, было проведено мо-
делирование энергетики процесса адсорбции при
помощи программы CS Chem 3D Pro. При моде-
лировании искали положения атомов, отвечаю-
щие локальным минимумам потенциальной
энергии. Было показано, что наибольший выиг-
рыш энергии дает адсорбция кислорода на сульф-
гидрильных группах, а также на пирролидиновом
цикле, который является частью пролинового
фрагмента структуры белка. Эти группы полярны
и участвуют в образовании водородных связей,
стабилизирующих пространственное строение
молекулы альбумина. Ранее было показано, что в
результате облучения альбумина терагерцовым
излучением изменяется число альфа-спиралей, в
образовании которых решающая роль принадле-
жит как раз пролиновому фрагменту, который
обеспечивает резкий изгиб полипептидной цепи

[20]. Таким образом, терагерцовое излучение вы-
зывает некоторое изменение конформации моле-
кулы альбумина, а это приводит к увеличению
адсорбции кислорода на реакционных центрах
белка. Следует отметить, что зависимость окис-
лительных свойств от облучения в терагерцовом
диапазоне для альбуминов ранее не была опи-
сана. 

Взаимодействие бычьего сывороточного альбу-
мина с оксидом азота (II). Оксид азота NO контро-
лирует многие функции в различных клетках ор-
ганизма, кроме того, было установлено, что это
соединение играет роль внутриклеточного мес-
сенджера. Обзор результатов изучения многооб-
разных биологических функций оксида азота
представлен, например, в работах [21, 22]. Одним
из свойств NO является его способность образо-
вывать комплекс с альбумином. Для изучения
связывания БСА с оксидом азота NO пленочные
препараты альбумина обрабатывали потоком га-
зообразного оксида азота, выделяющегося в от-
дельном реакционном сосуде при взаимодей-
ствии хлорида железа (II) с нитритом натрия в
присутствии соляной кислоты. Оксид азота –
парамагнитная молекула, во многих реакциях ве-
дущая себе как свободный радикал. Для исследо-
вания описанной реакционной системы была
использована спиновая ловушка класса имидазо-
лин-оксидов (ПМИО), обладающая чувствитель-
ностью к рН среды. Это свойство позволяет
использовать ловушку для измерения рН в мик-
роокружении радикального центра. Чувствитель-
ность спиновой ловушки к кислотности среды
определяется наличием в ее молекуле аминного
атома азота, способного к протонированию. Бы-
ло показано, что ловушка эффективно улавливает

Рис. 3. Схема протонирования и спинового улавливания для спиновой ловушки 1,2,2,5,5-пентаметил-3-имидазолин-
3-оксида. 
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короткоживущие свободные радикалы как в про-
тонированной форме, так и в непротонирован-
ной. Схема процессов протонирования и спино-
вого улавливания приведена на рис. 3. Параметры
спектров ЭПР протонированных и непротониро-
ванных спиновых аддуктов различаются, причем
в области рН от 3 до 6 в спектрах ЭПР наблюдают-
ся оба аддукта. По отношению интенсивности Ip
сигнала, соответствующего протонированному
спиновому аддукту, к сумме интенсивностей сиг-
налов протонированного Ip и непротонирован-
ного Inp аддуктов Ip/(Ip + Inp) удалось построить
кривую титрования для ловушки в водном рас-
творе, в котором кислотность среды формирова-
ли добавками соляной кислоты и едкого натра и
измеряли лабораторным рН-метром. Полученная
кривая титрования приведена на рис. 4. Измерив
в спектре ЭПР спинового аддукта ловушки
ПМИО величину Ip/(Ip + Inp), можно при помо-
щи кривой титрования оценить величину рН.

Пример спектра, содержащего сигналы одно-
временно протонированного и непротонирован-
ного спиновых аддуктов, показан на рис. 5.
Были получены отношения интенсивностей
Ip/(Ip + Inp) для облученного БСА 0.27 ± 0.02 (что
приблизительно соответствует рН 5.3) и для необ-
лученного – 0.17 ± 0.03 (рН ~ 5.6). Таким образом,
при помощи кривой титрования было установле-
но, что взаимодействие облученного альбумина с
оксидом азота приводит к более сильному ло-
кальному закислению, чем необлученного. Обра-
зование кислоты в растворе происходит за счет
присутствия диоксида азота, который является
продуктом окисления NO кислородом воздуха и
кислородом, адсорбированным на группах альбу-
мина. Присутствие диоксида азота в водном рас-

творе создает кислую среду, что приводит к про-
тонированию ловушки. Таким образом, чем
сильнее наблюдаемое закисление, тем выше кон-
центрация диоксида азота в растворе. В случае
облученного альбумина конверсия NO → NO2
идет быстрее, а значит, под действием терагерцо-
вого излучения связывание оксида азота с альбу-
мином ослабевает. 

Таким образом, на основании полученных ре-
зультатов можно предположить, что вызываемые
терагерцовым излучением колебательно-враща-
тельные переходы в молекуле БСА частично сни-
мают стерические затруднения для адсорбции
кислорода на функциональных группах БСА, со-
держащих азот и серу, облегчая тем самым ад-
сорбционное взаимодействие с кислородом. Вто-
ричная и третичная структуры взаимозависимы
от адсорбции кислорода, поскольку обусловлены
водородными связями, которые участвуют и в ад-
сорбционных взаимодействиях [23]. Для реализа-
ции экспериментально обнаруженного уменьше-
ния связывания оксида азота с реакционными
центрами БСА под действием терагерцового об-
лучения должен быть облегчен доступ оксида азо-
та к окислительным центрам, на которых адсор-
бирован кислород. Моделирование показало, что
для этого необходим конформационный переход
с участием азотсодержащих гетероциклов и
тиольных групп. 

Для того чтобы понять природу конформаци-
онного перехода, вызываемого в молекуле БСА
терагерцовым излучением, результаты квантово-
химического исследования были дополнены мо-
делированием пространственной структуры пу-
тем последовательного «отключения» функцио-
нальных групп, участвующих в ее формировании.

Рис. 4. Кривая титрования спиновой ловушки 
1,2,2,5,5-пентаметил-3-имидазолин-3-оксида. 
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Это позволило определить группы, вовлеченные
в наблюдаемый конформационный переход.
Ключевым структурным звеном, обеспечиваю-
щим конформационный переход, оказался про-
линовый фрагмент. По-видимому, терагерцовое
излучение возбуждает вращательные моды в пет-
лях, связанных с пролиновыми звеньями БСА
[23]. Для экспериментального подтверждения по-
лученных результатов предлагается подобрать ли-
ганды для селективного связывания функцио-
нальных групп в этих петлях и исследовать влия-
ние такого связывания на конформационный
переход.

ВЫВОДЫ
Показано, что облучение пленочных препара-

тов альбумина терагерцовым излучением приво-
дит к увеличению адсорбции кислорода на реак-
ционных центрах альбумина и ослаблению свя-
зывания альбумина с оксидом азота. При помощи
квантовохимического моделирования были вы-
явлены участки первичной структуры альбумина,
обеспечивающие эффективную адсорбцию кис-
лорода: –SH, –S–S–, =NH, атом азота пирроли-
динового гетероцикла. Моделирование про-
странственной структуры показало, что причи-
ной наблюдаемых явлений может быть
конформационный переход с участием пролино-
вого фрагмента.
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Investigation of the Molecular Mechanisms of the Interaction between Terahertz 
Radiation and Biopolymers: A Case Study on Bovine Serum Albumin
 E.F. Nemova*, ***, O.P. Cherkasova*, N.A. Nikolaev*, **, and G.G. Dultseva***

*Institute of Laser Physics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
prosp. Lavrentyeva 13/3, Novosibirsk, 630090 Russia

**Institute of Automation and Electrometry, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences
, prosp. Akademika Koptyuga 1, Novosibirsk, 630090 Russia 

***Voevodsky Institute of Chemical Kinetics and Combustion, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Institutskaya ul. 3, Novosibirsk, 630090 Russia

Electron paramagnetic resonance spin trapping and spin probing techniques were used to investigate the ef-
fect of terahertz radiation on the functional activity of bovine serum albumin. Using a pH-sensitive imidaz-
oline spin trap it was possible to detect changes in the binding strength of nitrogen oxide to albumin. With the
help of a spin probe formed directly in the aqueous solution of albumin from a dihydropyrazine dioxide pre-
cursor it was shown that terahertz radiation causes changes in the signal intensity and widths of EPR spectral
lines of the spin probe, which is the evidence of changes in the number and mobility of paramagnetic centers.
The observed changes were compared to the structural characteristics of reaction centers in bovine serum al-
bumin—functional groups of amino acids incorporated into the protein. 

Keywords: terahertz radiation, bovine serum albumin, EPR spectroscopy, spin trap, spin probe, conformation 
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Изучено влияние различных изотопов магния и цинка на ферментативную активность субфрагмен-
та-1 миозина. В реакционной среде с магнитным изотопом магния (25Mg) скорость ферментативно-
го гидролиза АТФ вдвое выше, чем в среде с немагнитными изотопами (24Mg или 26Mg). Аналогич-
ный магнитно-изотопный эффект обнаружен в экспериментах с изотопами цинка в качестве ко-
фактора фермента. Скорость ферментативного гидролиза АТФ c магнитным изотопом цинка (67Zn)
на 40–50% выше, чем с немагнитными изотопами (64Zn или 68Zn). Магнитно-изотопные эффекты
наблюдаются при физиологической концентрации (5 мМ) хлоридов магния и цинка. Каталитиче-
ский эффект магнитного изотопа магния выявлен также в экспериментах с Mg-зависимой АТФазой
плазматических мембран миометрия. Магнитно-изотопный эффект свидетельствует о том, что в хе-
момеханическом процессе, катализируемом «молекулярным мотором» за счет энергии гидролиза
АТФ, имеется лимитирующая стадия, зависимая от электронного спинового состояния, и что ядер-
ный спин изотопа ускоряет эту стадию. Обсуждаются механизмы ядерного спинового катализа. 

Ключевые слова: ядерный спиновый катализ, миозин, АТФазная активность, биомолекулярные моторы,
бионадежность, магнитно-изотопный эффект, магний, цинк.
DOI: 10.31857/S0006302920030084

Клетки и ткани состоят из атомов химических
элементов, многие их которых имеют два типа
стабильных изотопов – магнитные и немагнит-
ные. Например, магний имеет три стабильных
изотопа, 24Mg, 25Mg и 26Mg, с относительным со-
держанием 78.7, 10.1 и 11.2% соответственно. Изо-
топ 25Mg – магнитный, так как его атомное ядро
имеет ядерный спин (I = 5/2), создающий маг-
нитное поле; изотопы 24Mg и 26Mg – немагнит-
ные, так как их ядра не имеют ядерного спина
(I = 0) и соответственно не создают магнитное
поле. Другой распространенный в живой природе
элемент, цинк, имеет пять стабильных изотопов –
64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn и 70Zn с относительным со-
держанием соответственно 48.6, 27.9, 4.1, 18.8 и
0.6%. Из них 67Zn – магнитный изотоп (имеет
ядерный спин, I = 5/2); остальные четыре изото-

па – немагнитные (I = 0). Известно также, что
магнитные изотопы создают внутренние магнит-
ные поля, которые на расстояниях порядка дли-
ны химической связи могут превышать в 10–
100 раз магнитное поле Земли (≈0.05 мТ) [1].

Недавно, в экспериментах с живыми клетка-
ми, обогащенными магнитным изотопом магния,
были обнаружены магнитно-изотопные эффекты
(МИЭ). Например, активность антиоксидантно-
го фермента супероксиддисмутазы в клетках
E. coli, выросших на среде, обогащенной 25Mg, на
40% ниже, чем в клетках, выросших на среде, обо-
гащенной немагнитным изотопом магния [2].
Клетки дрожжей S. cerevisiae, обогащенные маг-
нитным изотопом магния, восстанавливаются
после облучения коротковолновым ультрафиоле-
товым светом или ионизирующей радиацией в
два раза быстрее, чем клетки, обогащенные не-
магнитным изотопом магния [3]. В работах на-
шей группы был впервые обнаружен МИЭ маг-Сокращениe: МИЭ – магнитно-изотопные эффекты.
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ния в реакции гидролиза АТФ, катализируемой
одним из важнейших «молекулярных моторов»
биоэнергетики – миозином [4, 5].

В настоящей работе представлены результаты
наших экспериментов, в которых изучалась
АТФ-гидролазная активность биомолекулярных
моторов в присутствии, в качестве кофактора
фермента, различных изотопов магния и цинка. В
экспериментах с миозином обнаружены значи-
тельные по величине эффекты ускорения фер-
ментативного гидролиза магнитными изотопами
магния и цинка, по сравнению с немагнитными
изотопами того же элемента (ядерный спиновый
катализ). Небольшой каталитический эффект
магнитного изотопа магния выявлен также в экс-
периментах с Mg-АТФазой, изолированной из
плазматических мембран миометрия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали оксиды магния 24MgO,
25MgO и 26MgO с изотопным обогащением 99.9,
98.8 и 97.7 атом. % и оксиды цинка 64ZnO, 67ZnO,
и 68ZnO, с изотопным обогащением 99.3, 94.2 и
98.9 атом. % соответственно производства ФГУП
«Электрохимприбор» (Россия). Из этих оксидов
были приготовлены растворы хлоридов, 24MgCl2,
25MgCl2, 26MgCl2, 64ZnCl2, 67ZnCl2, 68ZnCl2, с ис-
пользованием концентрированной HCl аналити-
ческой чистоты по стандартной методике [6].
Хлориды магния и цинка природного изотопного
состава (MgCl2, ZnCl2) и другие реактивы, ис-
пользованные в настоящей работе, были произ-
ведены компаниями Sigma-Aldrich (США), Perkin
Elmer (США) и Merck (Германия).

Концентрации магния и цинка в исходных
растворах измеряли методом атомно-эмиссион-
ной спектроскопии с индуктивно связанной
плазмой, после чего все растворы выравнивали
по концентрации ионов соответственно магния и
цинка. Изотопные составы растворов магния и
цинка, а также их элементный состав определяли
методами масс-спектрометрии с индуктивно свя-
занной плазмой и атомно-эмиссионной спектро-
скопии с индуктивно связанной плазмой в
Аналитическом центре Института проблем тех-
нологии микроэлектроники и особочистых мате-
риалов РАН (Черноголовка Московской обла-
сти). Содержание примесных элементов Li, B,
Na, Mg, Al, P, S, K, Ca, V, Mn, Fe, Cu, Zn, Sr и Ba
определяли методом атомно-эмиссионной
спектроскопии с индуктивно связанной плазмой
с использованием спектрометра iCAP-6500 Duо
(Thermo Scientific, США). Содержание Li, B, Be,
Al, P, Sc, Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Ge, As,
Se, Br, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Mo, Ru, Rh, Pd, Ag, Cd, In,

Sn, Sb, Te, Cs, Ba, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb,
Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Hf, Ta, W, Re, Os, Ir, Pt, Au,
Hg, Tl, Pb, Bi, Th и U определяли методом масс-
спектрометрии с индуктивно связанной плазмой
с использованием спектрометра X-Series II (Ther-
mo Scientific, США) по методикам, описанным
ранее [7]. Определение Li, B, Al, P, V, Mn, Cu, Zn,
Sr и Ba двумя независимыми методами позволяло
контролировать правильность проведения анализа
в каждом образце [7].

Биохимические эксперименты были выполне-
ны в отделе биохимии мышц Института биохи-
мии им. А.В. Палладина НАН Украины (Киев,
Украина). Субфрагмент-1 миозина получали из
гладкой мышцы (миометрия) свиней по стан-
дартной методике [8, 9]. Субфрагмент-1 миозина
считается достаточной функциональной едини-
цей миозина, поскольку сохраняет все его натив-
ные свойства, а именно каталитическую АТФ-
гидролазную активность и способность взаимо-
действовать с актином [8–10]. Mg2+-зависимая
АТФаза плазматической мембраны («базальная
Са2+-независимая Mg2+-АТРаза») была получена
из гладкой мышцы по методике, описанной в ра-
ботах [11, 12]. АТФ-гидролазную активность фер-
ментов измеряли при температуре 37°C по коли-
честву неорганического фосфата (Pi), отщеплен-
ного при гидролизе АТФ [13]. В основе этого
метода («метод Фиске–Суббароу») лежит реак-
ция неорганического фосфата с молибдатом ам-
мония в присутствии аскорбиновой кислоты как
восстановителя, в результате которой образуется
окрашенный комплекс в количестве, пропорцио-
нальном количеству Pi, образованного при гидро-
лизе АТФ [13]. Экспериментальные данные ана-
лизировали с использованием стандартных мето-
дов дисперсионного анализа (ANOVA) и
программ MS Office и Statistica 4.5.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты анализа изотопного состава реак-

ционных сред для измерений гидролиза АТФ
представлены в табл. 1 (эксперименты с различ-
ными изотопами магния) и табл. 2 (эксперимен-
ты с различными изотопами цинка). Результаты
свидетельствуют о высокой степени изотопного
обогащения реакционных сред соответственны-
ми изотопами магния (24Mg, 25Mg или 26Mg) и
цинка (64Zn, 67Zn или 68Zn).

Результаты измерений АТФ-гидролазной ак-
тивности субфрагмента-1 миозина в средах с раз-
личными изотопами магния представлены на
рис. 1а. Активность определяли в стандартной ре-
акционной среде, содержавшей 5 мМ (физиоло-
гическая концентрация) хлорида магния, а имен-
но: 24MgCl2, 25MgCl2, 26MgCl2 или MgCl2 природ-
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ного изотопного состава. Были выполнены три
независимые серии экспериментов с разными
препаратами миозина, выделенными в разное
время из трех разных животных. С каждым из

этих препаратов выполняли от трех до восьми по-
второв с каждым изотопом магния и магнием
природного изотопного состава. Во всех экспери-
ментальных сериях наблюдался один и тот же

Таблица 1. Изотопный состав магния в реакционных средах для измерений гидролиза АТФ 

Изотоп
Изотопное обогащение, %

24MgCl2
25MgCl2

26MgCl2 MgCl2

24Mg 99.7 ± 0.1 0.17 ± 0.02 0.16 ± 0.03 79.2 ± 0.4

25Mg 1.3 ± 0.1 98.2 ± 0.2 0.46 ± 0.1 10.1 ± 0.1

26Mg 1.1 ± 0.1 0.22 ± 0.1 98.7 ± 0.3 10.7 ± 0.2

Примечание. Растворы содержали 20 мМ трис-НСl (pH 7.2), 0,01 мМ CaCl2, 100 мМ KCl, 3 мМ АТФ и 5 мМ хлорида
магния, соответственно, природного изотопного состава (MgCl2), 24MgCl2, 25MgCl2 и 26MgCl2. Представлены средние
значения ± среднее квадратичное отклонение (m ± SD); число независимых измерений в каждом растворе n = 5.

Таблица 2. Изотопный состав цинка в реакционных средах для измерений гидролиза АТФ Ф 

Изотоп
Изотопное обогащение, %

64ZnCl2
67ZnCl2

68ZnCl2

64Zn 99.2 ± 0.1 0.74 ± 0.02 0.48 ± 0.02
66Zn 0.54 ± 0.04 1.6 ± 0.02 0.42.2 ± 0.02

67Zn 0.063 ± 0.009 93.9 ± 0.1 0.27 ± 0.01
68Zn 0.20 ± 0.01 3.7 ± 0.03 98.8 ± 0.1
70Zn 0.006 ± 0.001 0.045 ± 0.003 0.027 ± 0.004

Примечание. Растворы содержали 20 мМ трис-НСl (pH 7.2), 0,01 мМ CaCl2, 100 мМ KCl, 3 мМ АТФ и 5 мМ хлорида цинка,
соответственно, 64ZnCl2, 67ZnCl2 и 68ZnCl2. Представлены средние значения ± среднее квадратичное отклонение (m ± SD);
число независимых измерений в каждом растворе n = 5.

Рис. 1. (а) – АТФазная активность (m ± SD) субфрагмента-1 миозина (мкмоль Pi/ч/мг белка) в реакционных средах с
различными изотопами магния. Растворы содержали 20 мМ трис-НСl (pH 7.2), 0.01 мМ CaCl2, 100 мМ KCl, 3 мМ АТФ,
субфрагмент-1 миозина (20 мкг белка/мл) и 5 мМ хлорида магния, соответственно 24MgCl2, 25MgCl2, 26MgCl2 и MgCl2
природного изотопного состава. Различия между средними значениями в экспериментах с магнитным изотопом 25Mg
и средними значениями в экспериментах с немагнитными изотопами магния статистически достоверны при P < 0.01.
(б) – Неферментативный гидролиз АТФ в водных растворах с 24MgCl2, 25MgCl2, 26MgCl2 и MgCl2 природного
изотопного состава. По данным работы [4].
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магнитно-изотопный эффект, а именно: актив-
ность фермента в присутствии магнитного изото-
па (25Mg) была в два-два с половиной раза выше,
чем активность фермента в присутствии немаг-
нитного изотопа (24Mg или 26Mg). При этом не
было обнаружено существенных различий актив-
ности фермента в экспериментах с немагнитны-
ми изотопами магния. Важно отметить, что МИЭ
не наблюдается при неферментативном (спон-
танном) гидролизе АТФ. В реакционных средах
того же состава, содержавших все компоненты за
исключением фермента, величина скорости гид-
ролиза АТФ была одинаковой с 24MgCl2, 25Mg-
Cl2, 26MgCl2 и MgCl2 природного изотопного со-
става (рис. 1б). МИЭ наблюдается только при
ферментативном гидролизе АТФ.

На следующем рисунке представлены резуль-
таты измерений АТФ-гидролазной активности
того же фермента в реакционных средах, содер-
жавших 25MgCl2 и 24MgCl2 в различных соотно-
шениях, т.е. доля магнитного изотопа (25Mg) в
растворе варьировала от 0 до 5 мМ, а доля немаг-
нитного (24Mg) соответственно от 5 до 0 мМ.

Можно видеть, что имеет место практически
линейный рост скорости гидролиза АТФ с ростом
доли содержания магнитного изотопа в реакци-
онном растворе (рис. 2).

В следующих экспериментах было изучено
влияние различных изотопов цинка на АТФ-гид-
ролазную активность субфрагмента-1 миозина.
Была использована стандартная реакционная
среда, но содержавшая хлорид цинка вместо хло-
рида магния, а именно: 5 мМ 67ZnCl2 (магнитный

изотоп цинка) или 5 мМ 64ZnCl2, или 68ZnCl2 (не-
магнитный изотоп цинка). Были выполнены две
независимые серии экспериментов с фермента-
тивными препаратами, изолированными из двух
разных животных, не менее трех повторов с каж-
дым изотопом цинка в экспериментах с каждым
ферментативным препаратом. Результаты пред-
ставлены на рис. 3. Известно, что ион Zn2+ в ка-
честве кофактора миозина менее эффективен,
чем Mg2+ [14, 15]. Действительно, активность
фермента в присутствии немагнитных ионов
цинка оказалась ниже, чем в присутствии ионов
магния (рис. 3). В экспериментах с различными
немагнитными изотопами цинка различий в ско-
рости гидролиза АТФ нет. Однако с магнитным
изотопом цинка (67Zn), скорость гидролиза АТФ
на 50–70% выше по сравнению со скоростью гид-
ролиза АТФ в присутствии немагнитных изото-
пов цинка. Таким образом, в экспериментах с
изотопами цинка также обнаружен эффект уско-
рения ферментативного гидролиза АТФ, анало-
гичный МИЭ, ранее обнаруженному нами в экс-
периментах с изотопами магния.

Кроме экспериментов с миозином были вы-
полнены эксперименты с Mg2+-зависимой АТФ-
гидролазой плазматических мембран миометрия.
Этот фермент, так называемая «базальная Mg2+-

Рис. 2. АТФазная активность субфрагмента-1 миози-
на как функция доли содержания магнитного изото-
па магния, 25Mg, в реакционном растворе. Данные
(m ± SD) представлены в процентах к активности при
5 мМ 24MgCl2, принятой за 100%.
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Рис. 3. АТФазная активность субфрагмента-1 миози-
на в реакционных средах, содержащих различные
изотопы цинка. Растворы содержали 20 мМ трис-НСl
(pH 7.2), 0.01 мМ CaCl2, 100 мМ KCl, 3 мМ АТФ, суб-
фрагмент-1 миозина (20 мкг белка/мл) и 5 мМ хлори-
да цинка, соответственно 64ZnCl2, 67ZnCl2 или
68ZnCl2. Данные (m ± SD, n = 3) представлены в про-
центах к ферментативной активности в присутствии
5 мМ MgCl2 природного изотопного состава, приня-
той за 100%. Различия между средними значениями в
экспериментах с магнитным изотопом, 67Zn, и сред-
ними значениями в экспериментах с немагнитными
изотопами цинка статистически достоверны при
P < 0.05. 
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АТРаза» или «Са2+-независимая Mg2+-АТРаза»,
играет важную роль в регулировании концентра-
ции протонов вовне и внутриклеточном про-
странстве, а также в регулировании концентра-
ции ионов Са2+ в цитоплазме гладкомышечных
клеток [11, 12]. Были выполнены три независи-
мые серии экспериментов с препаратами этого
фермента, выделенными из трех разных живот-
ных. Типичные результаты представлены на
рис. 4. Скорость ферментативного гидролиза
АТФ в реакционной среде, содержащей магнит-
ный изотоп 25Mg, в среднем на 15–20% выше, чем
в средах с немагнитными изотопами. Таким обра-
зом, и в этих экспериментах выявлен каталитиче-
ский эффект магнитного изотопа магния.

Можно было бы предположить, что причиной
обнаруженных магнитно-изотопных эффектов
служит разное содержание примесей каких-либо
посторонних элементов, поступающих в реакци-
онную среду с различными изотопами магния
или, соответственно, цинка. Однако такое пред-
положение исключается данными элементного
анализа сред, содержащих различные изотопы
магния (табл. 3) и цинка (табл. 4). Согласно дан-
ным атомной эмиссионной спектрометрии и
масс-спектрометрии, элементный состав реакци-
онных сред был одинаков при содержании при-
месных элементов не более нескольких микромо-
лей на литр, независимо от типа изотопа магния
или соответственно цинка. Например, содержа-

ние железа (Fe) в растворе с магнитным изотопом
магния (25Mg) почти в четыре раза больше, чем в
растворе с немагнитным изотопом (24Mg), но в
два с половиной раза меньше, чем в растворе с
другим немагнитным изотопом (26Mg). Между
тем активность фермента в растворе с немагнит-
ным изотопом 24Mg и в растворе с другим немаг-
нитным изотопом 26Mg практически одна и та же
и вдвое ниже, чем активность фермента в раство-
ре с магнитным изотопом магния. Аналогичным
образом исключается возможность влияния дру-
гих примесных элементов. Кроме того, следует
принять во внимание, что не только исходные ок-
сиды магния и цинка, но и другие реактивы, не-
обходимые для проведения экспериментов, так-
же содержат примеси, которые вводятся в экспе-
риментальные среды, причем в количествах,
значительно превышающих количества тех же
примесей, вводимые с гораздо меньшими добав-
ками магния и цинка.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Таким образом, в наших экспериментах обна-

ружены магнитно-изотопные эффекты. А имен-
но, ферментативный гидролиз АТФ, катализиру-
емый миозином, изолированным из миометрия,
и ферментативный гидролиз АТФ, катализируе-
мый Mg-зависимой АТФазой плазматических
мембран миоцитов, ускоряются ядерным спином
магнитного изотопа. Имеет место ядерный спи-
новый катализ. Ранее аналогичный каталитиче-
ский эффект ядерного спина изотопа 25Mg, не-
большой, но статистически достоверный, был об-
наружен в экспериментах по влиянию различных
изотопов магния на гидролиз АТФ, катализируе-
мый H+-ATФазой (комплекс MF0F1), выделен-
ной из митохондрий дрожжей и встроенной в ли-
посомы [16]. Не удалось, однако, обнаружить
магнитно-изотопные эффекты в экспериментах
по изучению влияния различных изотопов маг-
ния на АТФ-зависимые реакции, катализируе-
мые креатин-фосфаткиназой [17] и люциферазой
[17]. Складывается впечатление, что ядерный
спиновый катализ наблюдается в работе только
тех ферментов, которые выполняют функцию
молекулярного мотора, т.е. используют химиче-
скую энергию АТФ для выполнения механиче-
ской работы или полностью, как миозин, или хо-
тя бы частично, как митохондриальная H+-
ATФаза и Mg-зависимая АТФаза плазматических
мембран. 

В химической и молекулярной физике маг-
нитно-изотопные эффекты давно известны [19–
21]. В химии МИЭ проявляются в том, что ско-
рость и выход продуктов реакции с участием сво-
бодных радикалов и/или ион-радикальных пар

Рис. 4. Активность Mg2+-зависимой АТФазы плазма-
тических мембран миометрия (мкмоль Pi/ч/мг белка)
в реакционных средах с различными изотопами маг-
ния. Растворы содержали 50 мМ трис-HCl (pH 7.4),
25 мМ NaCl, 125 мМ KCl, 0.1 мМ CaCl2, 0.1 мМ ЭГТА,
10 мкг/мл белка, 3 мМ АТФ, 5 мМ хлорида магния,
соответственно природного изотопного состава,
24MgCl2, 25MgCl2 или 26MgCl2. Различия между сред-
ними значениями в экспериментах с магнитным изо-
топом магния и в экспериментах с немагнитными
изотопами магния (m ± SD, n = 4) статистически до-
стоверны при P = 0.05.
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Таблица 3. Результаты анализа элементного состава реакционных сред с хлоридами различных изотопов магния  

Элемент
Предел 

определения (DL), 
мг/л

Элементный состав, мг/л
природный Mg 24Mg 25Mg 26Mg

Li 0.00008 0.00027 0.00015 0.00017 0.00010
Be 0.00008 < DL < DL < DL < DL
B 0.03 < DL < DL < DL < DL

Na 0.3 158 149 135 137
Mg 0.1 154 159 142 139
Al 0.02 0.045 0.030 0.049 0.065
Si 0.3 0.17 0.17 0.15 0.13
P 0.5 224 229 227 230
S 2 < DL < DL < DL < DL
K 0.3 6360 6247 6280 6313
Ca 0.7 2.0 2.0 2.4 2.1
Sc 0.001 < DL < DL < DL < DL
Ti 0.02 < DL < DL < DL < DL
V 0.002 < DL < DL < DL < DL
Cr 0.02 < DL < DL < DL < DL
Mn 0.003 0.029 0.031 0.037 0.080
Fe 0.1 < DL < DL < DL < DL
Co 0.003 < DL < DL < DL < DL
Ni 0.007 < DL < DL < DL < DL
Cu 0.003 0.0056 0.0039 0.0067 0.011
Zn 0.009 0.065 0.050 0.070 0.063
Ga 0.001 < DL < DL < DL < DL
Ge 0.002 < DL < DL < DL < DL
As 0.002 < DL < DL < DL < DL
Se 0.009 < DL < DL < DL < DL
Br 0.3 2.2 2.4 2.6 2.6
Rb 0.0003 0.0860 0.0936 0.0950 0.0969
Sr 0.002 < DL 0.0029 0.0046 < DL
Y 0.0001 < DL < DL < DL < DL
Zr 0.0001 0.0031 0.0013 0.0022 0.0028
Nb 0.0004 < DL < DL < DL < DL
Mo 0.0003 0.0079 0.0093 0.0136 0.0168
Ru 0.0002 < DL < DL < DL < DL
Rh 0.0002 < DL < DL < DL < DL
Pd 0.0004 < DL < DL < DL < DL
Ag 0.0002 0.00078 0.00068 0.00075 0.00109
Cd 0.0003 0.0037 0.0040 0.0043 0.0040
In 0.0001 < DL < DL < DL < DL
Sn 0.0002 0.00081 0.00027 0.00063 0.00100
Sb 0.0002 < DL < DL < DL < DL
Te 0.0002 < DL < DL < DL < DL
Cs 0.00004 < ПО 0.00006 0.00008 0.0001
Ba 0.001 0.0040 0.0045 0.0045 0.0043
La 0.0002 < DL < DL < DL < DL
Ce 0.0008 < DL < DL < DL < DL
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Элемент
Предел 

определения (DL), 
мг/л

Элементный состав, мг/л
природный Mg 24Mg 25Mg 26Mg

Pr 0.00002 < DL < DL < DL < DL
Nd 0.0003 < DL < DL < DL < DL
Sm 0.00002 < DL < DL < DL < DL
Eu 0.000007 < DL < DL < DL < DL
Gd 0.00001 < DL < DL < DL < DL
Tb 0.00001 < DL < DL < DL < DL
Dy 0.00001 < DL < DL < DL < DL
Ho 0.00001 < DL < DL < DL < DL
Er 0.00001 < DL < DL < DL < DL
Tm 0.00001 < DL < DL < DL < DL
Yb 0.00001 < DL < DL < DL < DL
Lu 0.00001 < DL < DL < DL < DL
Hf 0.0001 0.00120 0.00078 0.00062 0.00062
Ta 0.0002 < DL < DL < DL < DL
W 0.0003 < DL < DL < DL < DL
Re 0.00001 < DL < DL < DL < DL
Os 0.00002 < DL < DL < DL < DL
Ir 0.00001 < ПО < ПО < ПО < ПО
Pt 0.00003 < DL < DL < DL 0.00067
Au 0.0001 < DL < DL < DL < DL
Hg 0.0003 < DL < DL < DL < DL
Tl 0.00001 0.0088 0.0091 0.0091 0.0094
Pb 0.0008 0.038 0.037 0.039 0.039
Bi 0.00003 0.00006 < DL < DL 0.00004
Th 0.00002 0.00060 0.00036 0.00027 0.00025
U 0.00002 < DL < DL < DL < DL

существенно изменяются в зависимости от того,
содержат ли исходные реагенты магнитный или
немагнитный изотоп одного и того же элемента.
МИЭ – прямое следствие закона сохранения мо-
мента импульса, в данном случае – электронного
углового момента. Суммарный электронный
спин (S) продуктов химической реакции должен
быть равен суммарному электронному спину
исходных реагентов. В физике аналогичный спи-
новый запрет возникает, например, при синглет-
триплетных переходах в молекулах и твердом
теле.

Магнитно-изотопный эффект однозначно
свидетельствует о том, что в изучаемом процессе
имеется «узкое место» – лимитирующая стадия,
зависимая от электронного спинового состояния,
и что ядерный спин магнитного изотопа ускоряет
эту стадию. В химии для объяснения МИЭ обыч-
но предполагается существование радикальной
пары или ион-радикальной пары в качестве про-
межуточного продукта («узкого места») реакции

[20]. Известно, однако, что реакция гидролиза
АТФ с образованием АДФ и Pi следует кислотно-
основному механизму [22]. Соответственно, воз-
никновение ион-радикальной пары в качестве
интермедиата в этой реакции маловероятно. Дей-
ствительно, МИЭ не наблюдается в нефермента-
тивном гидролизе АТФ. Иная ситуация, однако,
может иметь место в случае гидролиза ATФ, ката-
лизируемого молекулярным мотором. Доказано
экспериментально, что гидролиз АТФ иницииру-
ет электронно-конформационные взаимодей-
ствия в активном центре фермента. Благодаря
энергии, освобождаемой при гидролизе АТФ,
имеет место конформационное возбуждение, по
существу, деформация макромолекулы [23, 24].
Более того, при гидролизе АТФ, катализируемом
миозином, цикл генерации механического на-
пряжения макромолекулы состоит, согласно
квантово-механическим расчетам, из нескольких
стадий [25]. На первой стадии γ-фосфат АТФ ста-
билизируется в состоянии диссоциированного
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Таблица 4. Результаты анализа элементного состава реакционных сред с хлоридами различных изотопов цинка  

Элемент
Предел определения 

(DL), мг/л
Элементный состав, мг/л

64Zn 67Zn 68Zn
Li 0,001 < DL < DL < DL
Be 0,0002 < DL < DL < DL
B 0,02 0,52 0,70 0,60

Na 0,3 0,57 1,0 0,77
Mg 0,05 < DL 0,069 < DL
Al 0,06 0,22 0,27 0,23
Si 0,6 < DL < DL < DL
P 0,6 < DL < DL < DL
S 2 < DL < DL < DL
K 0,1 < DL < DL < DL
Ca 0,3 < DL < DL < DL
Sc 0,008 < DL < DL < DL
Ti 0,01 < DL < DL < DL
V 0,003 < DL < DL < DL
Cr 0,01 < DL < DL < DL
Mn 0,003 < DL < DL < DL
Fe 0,09 < DL < DL < DL
Co 0,003 < DL < DL < DL
Ni 0,02 0,14 < DL < DL
Cu 0,02 0,047 0,098 0,099
Ga 0,0004 < DL < DL < DL
As 0,06 < DL < DL < DL
Se 0,009 < DL < DL < DL
Rb 0,003 < DL < DL < DL
Sr 0,001 < DL < DL < DL
Y 0,001 < DL < DL < DL
Zr 0,002 < DL < DL < DL
Nb 0,001 < DL < DL < DL
Mo 0,000 < DL < DL < DL
Rh 0,001 < DL < DL < DL
Pd 0,001 < DL < DL < DL
Ag 0,002 < DL < DL < DL
Cd 0,001 < DL < DL < DL
Sn 0,004 < DL < DL < DL
Sb 0,001 < DL < DL < DL
Te 0,001 < DL < DL < DL
Cs 0,0002 < DL < DL < DL
Ba 0,001 0,0051 0,0025 0,010
La 0,0003 < DL < DL < DL
Ce 0,0003 < DL < DL < DL
Pr 0,0002 < DL < DL < DL
Nd 0,0007 < DL < DL < DL
Sm 0,0002 < DL < DL < DL
Eu 0,0001 < DL < DL < DL
Gd 0,0002 < DL < DL < DL
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Элемент
Предел определения 

(DL), мг/л
Элементный состав, мг/л

64Zn 67Zn 68Zn
Tb 0,0001 < DL < DL < DL
Dy 0,0001 < DL < DL < DL
Ho 0,0001 < DL < DL < DL
Er 0,0001 < DL < DL < DL
Tm 0,0001 < DL < DL < DL
Yb 0,0001 < DL < DL < DL
Lu 0,0001 < DL < DL < DL
Hf 0,0001 < DL < DL < DL
Ta 0,0003 < DL < DL < DL
W 0,0003 < DL < DL < DL
Re 0,00003 < DL < DL < DL
Ir 0,0001 < DL < DL < DL
Pt 0,0006 < DL < DL < DL
Au 0,0002 < DL < DL < DL
Hg 0,0009 < DL < DL < DL
Tl 0,0001 < DL < DL < DL
Pb 0,002 0,0024 0,019 0,0082
Bi 0,0001 < DL < DL < DL
Th 0,0003 < DL < DL < DL
U 0,0001 < DL < DL < DL

метафосфата (PγO3
−). При этом продукты гидро-

лиза, АДФ и Pi, остаются в активном центре фер-
мента в близком контакте и освобождаются толь-
ко после того, как миозин связывается с фила-
ментами актина. Это согласуется с хорошо
известным фактом обратимости реакции гидро-
лиза АТФ миозином. До тех пор, пока продукты
гидролиза остаются связанными миозином и в
близком контакте, они могут снова образовать
АТФ [25]. Можно предположить, что в условиях
электронно-конформационного возбуждения
макромолекулы в активном центре фермента
имеет место перенос электронной плотности на
АДФ или Mg2+, например, от OH−-группы свя-
занной молекулы воды или от NH2-группы Glu-
459 с образованием соответственной ион-ради-
кальной пары. Затем следует нуклеофильная ата-
ка неорганического фосфата окси-анионом аде-
нозиндифосфата с образованием АТФ. Стабиль-
ное спиновое состояние продукта, АТФ-Mg (в
экспериментах с цинком соответственно АТФ-
Zn), должно быть синглетным (электронный
спин S = 0). Между тем ядерный спин 25Mg (67Zn)
через сверхтонкое взаимодействие с неспарен-
ным электроном ион-радикальной пары спосо-
бен конвертировать эту пару, связанную миози-
ном, в триплетное состояние (S = 1). Создавая

при этом спиновый запрет, ядерный спин изото-
па 25Mg (67Zn) затрудняет нежелательную обрат-
ную реакцию синтеза АТФ, способствуя, таким
образом, прямой реакции гидролиза АТФ. Гипо-
теза о ключевой роли виртуальной ион-радикаль-
ной пары в синтезе АТФ при окислительном фос-
форилировании была высказана около 50 лет то-
му назад [26]. 

Возможно иное, альтернативное, объяснение
ядерного спинового катализа в реакциях гидро-
лиза АТФ, катализируемых «молекулярными мо-
торами» [21]. Можно предположить, что энергия,
выделяемая при гидролизе АТФ (~0.54 эВ), недо-
статочно велика для электронно-конформацион-
ного перехода макромолекулы в синглетное воз-
бужденное состояние. Этой энергии достаточно
для перехода в более низкое триплетное состоя-
ние (S = 1), но такой переход из основного состо-
яния (S = 0) запрещен законом сохранения спи-
на. Магнитный изотоп (25Mg или соответственно
67Zn) изменяет ситуацию, а именно: ядерный
спин изотопа устраняет спиновый запрет. Таким
образом, обеспечивая необходимую спиновую
конверсию электронно-конформационного со-
стояния макромолекулы в триплетное состояние
(когерентные бозоны), магнитный изотоп уско-
ряет хемомеханический цикл ферментативной
реакции [21]. Подобный механизм был предло-
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жен в физике твердого тела для объяснения влия-
ния магнитных полей на подвижность дислока-
ций [27].

Рассмотрим еще одно возможное объяснение
каталитического эффекта ядерного спина изото-
пов 25Mg/67Zn. Гидролиз АТФ, катализируемый
молекулярным мотором, сопровождается значи-
тельной конформационной перестройкой макро-
молекулы. При этом имеют место процессы де-
гидратации и регидратации электрически заря-
женных аминокислотных групп. Между тем
существуют два изомера молекул воды, различа-
ющиеся по взаимной ориентации ядерных спи-
нов водорода, а именно: орто-H2O с параллель-
ной ориентацией протонных спинов и пара-H2O
с антипараллельной ориентацией протонных
спинов. Согласно квантовой статистике, при
комнатной температуре орто-H2O составляет
75% общего объема [28]. Имеются основания по-
лагать, что по сравнению с молекулами пара-H2O
молекулы орто-H2O имеют преимущественное
сродство к L-аминокислотам [29]. Если так, то
перемещение преимущественно связанных моле-
кул орто-H2O при конформационном превраще-
нии макромолекулы затруднено, а спин-враща-
тельные взаимодействия протонов слишком сла-
бы, чтобы обеспечить должную эффективность
орто-пара-переходов. Опять-таки, магнитный
изотоп 25Mg (или соответственно 67Zn) способен
существенно улучшить ситуацию, а именно –
устранить проблему спинового запрета, обеспе-
чив таким образом необходимую скорость кон-
версии изомеров воды. 

В «молекулярных моторах», работающих на
немагнитном изотопе магния, функцию спино-
вого катализа могут выполнять в принципе ядер-
ные спины водорода (1H, I = 1/2) и фосфора (31P,
I = 1/2). Относительно высокая каталитическая
активность магнитных изотопов магния и цинка
обусловлена, очевидно, тем, что ядерные спины
25Mg (I = 5/2) и 67Zn (I = 5/2) в пять раз больше,
чем ядерные спины 1H и 31P, и создают соответ-
ственно более сильные локальные магнитные по-
ля (константа сверхтонкого взаимодействия ≈21
мТл) в активном центре фермента. 

ВЫВОДЫ

В экспериментах с важнейшим молекулярным
мотором биоэнергетики – миозином – обнару-
жены значительные по величине эффекты уско-
рения ферментативного гидролиза АТФ магнит-
ными изотопами магния и цинка. Эффект ядер-
ного спинового катализа выявлен также в
экспериментах с Mg-зависимой АТФазой плаз-
матической мембраны миометрия. 

Детальные механизмы ядерного спинового ка-
тализа в молекулярных моторах являются задачей
дальнейших исследований. 

Данная статья подготовлена на основе докла-
да, сделанного на VI Съезде биофизиков России
(Сочи, 2019) [30].
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Magnetic-Isotope Effects of Magnesium and Zinc in the Enzymatic ATP Hydrolysis 
Reactions Driven by the Molecular Motors
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*Institute of Problems of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences,
prosp. Akademika Semenova 1, Chernogolovka, Moscow Region, 142432 Russia
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***Institute of Microelectronics Technology and High Purity Materials, Russian Academy of Sciences,
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The effects of different isotopes of magnesium and zinc on the enzyme activity of  myosin subfragment-1 have
been explored. The rate of the enzymatic ATP hydrolysis in the reaction media enriched with the magnetic
isotope, 25Mg, is twice as high as it is in the reaction media enriched with the nonmagnetic isotopes, 24Mg or
26Mg. A similar effect of nuclear spin catalysis has been detected in the experiments with isotopes of zinc as
a cofactor of the enzyme. The rate of the enzymatic ATP hydrolysis with the magnetic 67Zn increases by 40−
50 percent compared to that with the nonmagnetic 64Zn or 68Zn. The magnetic-isotope effects are observed
at the physiological concentration of magnesium and zinc chlorides (5 mM). The catalytic effect of the mag-
netic magnesium isotope 25Mg has been revealed in the experiments with the Mg-dependent ATPase of plas-
ma membranes from the myometrium. The observation of the magnetic isotope effects indicates that there is
a spin-selective rate-limiting step in the chemo-mechanical process driven by the “molecular motor” which
uses energy from ATP hydrolysis and that nuclear spin catalysis  causes  acceleration of this stage. Some pos-
sible mechanisms of the nuclear spin catalysis are discussed.

Keywords: nuclear spin catalysis, myosin, ATPase activity, biomolecular motors, bioreliability, magnetic-isotope
effect, magnesium, zinc
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Посвящается памяти Сергея Львовича Гроховского

Жизнь человека есть самодвижущийся круг, который из бесконечно малого
расходится во все стороны, в новые и все большие круги, не имеющие конца.

Р.У. Эмерсон 
В 2018 г. ушел из жизни удивительный человек

и выдающийся экспериментатор – Сергей Льво-
вич Гроховский. Талантливый химик-синтетик,
он синтезировал большое число различных ли-
гандов, специфично связывающихся с ДНК. Эти
работы широко известны. Они дали основание
для построения моделей связывания противоопу-
холевых соединений и других лекарственных
средств с ДНК [1–3]. Гроховский также довел до
совершенства методы ультразвукового футприн-
тинга ДНК. Две последние его работы [4, 5] – яр-
кое тому свидетельство. Они были опубликованы
уже после того, как автора не стало.

В 2006 г. виртуозное владение экспериментом
позволило Сергею Львовичу при облучении
двойной спирали ДНК ультразвуком обнаружить
зависимость частоты расщепления межнуклео-
тидных связей от нуклеотидной последователь-
ности [6]. 

Ранее считалось, что позиции ультразвукового
расщепления межнуклеотидных связей в двой-
ной спирали ДНК расположены вдоль ДНК слу-
чайно и не зависят от нуклеотидной последова-
тельности. Точность определения нуклеотидных
последовательностей геномов методами NGS
(next generation sequencing – секвенирование но-

Сокращения: Ключевые слова: ультразвуковое расщепление ДНК, конформационно-динамические характеристики ДНК,
специфичность расщепления ДНК, эпигенетика, биоинформатический анализ генома.
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вого поколения) существенно зависит от спра-
ведливости этого предположения. Гроховский
провел детальное исследование процесса ультра-
звукового расщепления ДНК. Он облучал ре-
стриктные фрагменты плазмид ультразвуком с
частотой 22 и 44 кГц. Разработанная им схема
эксперимента включала два этапа: а) предвари-
тельную пришивку на 3'-конец рестриктного
фрагмента плазмидной ДНК одного (любого из
четырех возможных) дополнительного нуклеоти-
да, который был мечен по фосфору (33P); б) ана-
лиз полученных фрагментов расщепления при
помощи электрофореза в полиакриламидном ге-
ле. Полученный результат был неожиданным и
противоречил принятым представлениям о слу-
чайности позиций разрывов межнуклеотидных
связей. Электрофорез меченых по 3'-концу фраг-
ментов ДНК плазмид фиксировал в полиакрила-
мидном геле полосы почернения разной интен-
сивности. Каждая из полос отвечала фрагменту
известной нуклеотидной последовательности
(рис. 1). 

Методики, которые были разработаны для вы-
явления влияния нуклеотидной последователь-
ности на частоту расщепления плазмидных ДНК,
детально описаны в работах [7–11]. Оцифровка
интенсивностей полос на гелях позволила полу-
чить значения относительных частот расщепле-
ния динуклеотидов (R) и тетрануклеотидов (T) и
провести статистический анализ позиций рас-
щепления [7, 8]. Здесь мы приводим значения
этих величин в таблице и на рис. 2 соответствен-
но. Эти данные показывают различия частот уль-
тразвуковых разрывов в зависимости от типа ди-
нуклеотида и его ближайшего окружения (нук-
леотидного контекста).

Мы проанализировали различные версии объ-
яснения явления зависимости частот ультразву-
кового расщепления ди- и тетрануклеотидов от
последовательности нуклеотидов при облучении
раствора двуспиральной ДНК. Многие физиче-
ские свойства двойной спирали ДНК зависят от
ее нуклеотидной последовательности. Термоди-
намическая стабильность дуплексов ДНК описы-
вается в рамках модели «ближайших соседей».
Согласно этой модели значения свободных энер-
гий стэкинга дуплексов динуклеотидов CpG и
GpC очень близки. Однако частоты расщепления
этих динуклеотидов существенно различаются.
Другая версия – влияние резких изгибов оси
двойной спирали (например, появление кинков)
также не объясняет эти отличия. Такие изгибы
наиболее часто встречаются на участках с высо-
ким содержанием АТ-пар, тогда как частоты рас-
щепления ДНК на этих участках близки средним
значениям. В этой связи важно также отметить,
что совершенно иной характер ультразвукового
расщепления наблюдается при облучении повре-

жденной ДНК, которая содержит одноцепочеч-
ные разрывы («ники»). Эти разрывы вызывают
резкие изгибы оси спирали. В этом случае харак-
терная для регулярной двухспиральной ДНК спе-
цифичность расщепления отсутствует [12]. 

Рис. 1. Результат расщепления фрагмента ДНК в
6%-м денатурирующем полиакриламидном геле по-
сле обработки ультразвуком c частотой 22 кГц: до-
рожки 1, 18 – химическое расщепление по пуринам;
дорожки 2, 7 и 13 – облучение фрагментов в течение
2 мин; дорожки 3, 8 и 14 – облучение фрагментов в те-
чение 2 мин в присутствии 50% глицерола; дорожки
4, 9 и 15 – облучение фрагментов в течение 4 мин; до-
рожки 5, 10 и 16 – облучение фрагментов в течение
8 мин; дорожки 6, 11 и 17 – облучение фрагментов в
течение 16 мин; дорожка 12 – облучение фрагментов
в течение 16 мин в присутствии 0.5 М тиомочевины.

1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18
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ИЛЬИЧЕВА и др.

Мы проанализировали литературные данные,
включающие ЯМР-исследования малых фраг-
ментов ДНК, рентгеноструктурные работы и
конформационные расчеты ДНК [8]. Связь ча-
стот ультразвукового расщепления разных ди- и
тетрануклеотидов с особенностями их локальной
конформационной динамики удалось обнару-
жить при анализе данных ЯМР и соотнесении их
с особенностями карт потенциальной энергии
нуклеозидов и нуклеотидов [8]. Конформации
цикла β-D-дезоксирибозы в двойной спирали В-
ДНК находятся в динамическом равновесии. По-
зиции атомов кольца по отношению к его сред-
ней плоскости постоянно меняются. Эти кон-
формационные движения, называемые псевдо-
вращением (переходы N⇔S между двумя
низкоэнергетическими областями), сопряжены с

конформационными движениями вокруг связей
С3'–O3' и O3'–P и с движениями оснований во-
круг гликозидной связи. Низкоэнергетические
области (S, high-anti) совпадают у трех дезоксири-
бонуклеотидов (dA, dG, dT) и отличаются от низ-
коэнергетической области dC, которая смещена в
сторону (N, anti). Именно после дезоксицитиди-
на ультразвуковой разрыв межнуклеотидных свя-
зей происходит наиболее часто. Мы предположи-
ли, что частоты разрыва межнуклеотидной связи
зависят от времени пребывания дезоксирибозы в
N-области псевдовращения.

Ультразвуковое расщепление ДНК имеет ме-
ханохимическую природу. Физическая модель,
которая описывает динамику растяжения фраг-
мента ДНК, оказавшегося в потоке жидкости с
высоким градиентом скоростей в результате кол-
лапса кавитационных пузырьков, возникающих
при ультразвуковом облучении, была построена в
работе [13]. У фрагмента ДНК, оказавшегося
вблизи схлопывающегося кавитационного пу-
зыpька, глобальная оcь двойной спирали ориен-
тируется вдоль потока. Вероятность механохими-
ческого расщепления связи C3′–O3′ зависит от
степени ее растяжения в потоке. Поэтому важ-
ным фактором в процессе расщепления является
ориентация этой связи по отношению к глобаль-
ной оси спиpали ДНК.

Предложенная модель дает качественное опи-
сание расщепления ДНК. Однако количествен-
ное описание механизма расщепления ДНК – все
еще нерешенная задача. Трудности ее решения
заключаются в том, что мы не знаем в полной ме-
ре систему определяющих параметров (их тип и
число), характеризующих процесс расщепления.
Как известно, нахождение системы определяю-
щих параметров представляет очень важный этап
постановки задачи.

Важно отметить, что частоты расщепления ас-
симетричных комплементарных ди- и тетранук-
леотидов различны. Например, значение R для
динуклеотида CpA равно 1.13, а для комплемен-
тарного ему динуклеотида TpG оно равно 0.90;
значение T для тетрануклеотида ApCpGpA равно
1.54, а для комплементарного ему тетрануклеоти-
да TpCpGpT – 1.26. Это означает, что величины
относительных частот расщепления динуклеоти-
дов позволяют охарактеризовать каждую из ком-
плементарных цепей в отдельности [8].

Далее нами был проведен анализ фрагмента-
ции геномных ДНК разными методами (ультра-
звук, небулизация, Коварис). Основой механиз-
ма расщепления ДНК всеми этими методами яв-
ляется механохимическая реакция. Библиотеки
фрагментов для NGS-секвенирования доступны,
и мы воспользовались ими, чтобы определить ча-
стоты разных позиций расщепления ДНК [14].
Частоты встречаемости каждого из четырех нук-

Относительные частоты ультразвукового расщепле-
ния динуклеотидов

Динуклеотид N R d

AA 1636 0.919 0.129

AC 1076 0.913 0.128

AG 1028 0.900 0.124

AT 1374 0.904 0.119

CA 1265 1.160 0.209

CC 1141 1.007 0.144

CG 1230 1.444 0.334

CT 1077 1.130 0.198

GA 1153 0.970 0.133

GC 1317 0.954 0.146

GG 1168 0.922 0.145

GT 1101 0.952 0.126

TA 1065 0.973 0.12

TC 1173 0.912 0.131

TG 1305 0.979 0.126

TT 1672 0.932 0.127

Примечание. Использованы обозначения: N – объем
выборки; R – среднее значение; d – стандартное отклонение
выборочного среднего. 
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Рис. 2. Средние значения относительных частот ультразвукового расщепления рестриктных фрагментов плазмидных
ДНК. R - частота расщепления, по оси абсцисс представлены тетрануклеотиды.
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леотидов на участке в 200 пар (± 100 пар) с цен-
тром в позиции фрагментации показаны на
рис. 3. Нуклеотидные последовательности фраг-

ментов можно наложить на нуклеотидную после-
довательность референсного генома и таким об-
разом оценить частоты разрывов в ди- и тетра-
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нуклеотидах при фрагментации геномной ДНК.
Нами проведено сравнение относительных ча-
стот расщепления 16 динуклеотидов, полученных
на основании данных NGS-фрагментации геном-
ных ДНК этими тремя методами, с относитель-
ными частотами, полученными в результате ана-
лиза данных ультразвукового расщепления плаз-
мидных ДНК (рис. 4) [14, 15]. 

В геномной ДНК расщепление показывает при-
мерно такую же зависимость от последовательности
нуклеотидов, что и в плазмидных ДНК. Единствен-
ный динуклеотид, частота расщепления которого в
геномной ДНК значительно выше, чем в плазмидных
ДНК, – это динуклеотид CpG. Возможно, это связа-
но с тем, что в геномных ДНК определенная часть
CpG-динуклеотидов метилирована. Наличие ме-

тильной группы в 5-м положении кольца цитозина
играет важную роль в эпигенетике. Мы предположи-
ли, что метилированные динуклеотиды CpG расщеп-
ляются чаще, чем неметилированные [15]. Это пред-
положение было подтверждено в работах [16, 17], где
проведен анализ относительных частот встречаемо-
сти метилированного и неметилированного CpG-ди-
нуклеотидов в позициях расщепления геномных
ДНК. Для этого были использованы данные бисуль-
фитного секвенирования. Оказалось, что частота рас-
щепления метилированных CpG примерно в полтора
раза выше неметилированных.

Величины R и T характеризуют структурно-
конформационную динамику локального участка
ДНК, далее мы будем называть их характеристи-
ками СКД. Мы полагаем, что структурно-кон-

Рис. 3. Частоты встречаемости каждого из четырех дезоксирибонуклеотидов (A, C, G и T) на участке в
200 нуклеотидных пар (± 100 нуклеотидных пар) с центром в позиции расщепления.
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Рис. 4. Значения средних частот расщепления 16 динуклеотидов, полученных на основании данных NGS-
фрагментации геномных ДНК тремя методами, в которых используется ультразвуковое облучение, и значения
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Рис. 5. Профили СКД-характеристик промоторов генома человека: (а) – профили величины R в кодирующей
(сплошная линия) и некодирующей (пунктирная линия) цепях; (б) – разность величин R для кодирующей и
некодирующей цепей; (в) – профили величины T в кодирующей (сплошная линия) и некодирующей (пунктирная
линия) цепях; (г) – разность значений T для кодирующей и некодирующей цепей; (д) – профили величины S в
кодирующей (сплошная линия) и некодирующей (пунктирная линия) цепях; (е) – разность величин S кодирующей и
некодирующей цепей.
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формационная динамика участков геномных
ДНК является важным фактором регуляции экс-
прессии генов. Для проверки этого предположе-
ния мы воспользовались базой EPD (New
section of the Eukaryotic Promoter Database,
http://epd.vital-it.ch), которая содержит нуклео-
тидные последовательности различных организ-
мов. Вначале мы проанализировали профили по-
следовательностей нуклеотидов в промоторах,
рассматриваемые как их текстовые характеристи-
ки, и обнаружили в них существенные различия
[18]. Затем мы построили так называемые «обоб-
щенные профили» изменений шести механиче-
ских и структурных параметров (энергии стэкин-
га, параметров Roll и Slide, изменения энергии
дуплексов при отклонении от от равновесных
значений, а также энергии изгиба двойной спира-
ли в сторону узкого желоба). Эти параметры
характеризуют локальные особенности струк-
туры ДНК (использовалась база данных
http://diprodb.fli-leibniz.de). Термином «обоб-
щенные профили» мы называем профили, полу-
ченные суммированием профилей индивидуаль-
ных промоторов, которые представлены в базе
организмов определенного вида. Также мы по-
строили «обобщенные профили» частот расщеп-
ления ди- и тетрануклеотидов – СКД-характери-
стики R и T, и ввели параметр S = (Т – R)/T,
величина которого характеризует влияние бли-
жайших соседей динуклеотида (контекст) на его
механохимическое расщепление. Поскольку мы
связываем интенсивность механохимического
расщепления с конформационными движения-
ми, то полагаем, что при S < 0 контекст ослабляет
их интенсивность, а при S > 0 усиливает. Профи-
ли СКД-характеристик ДНК строили как для ко-
дирующей цепи, так и для комплементарной це-
пи. Все они представлены в работе [18]. Эти про-
фили позволили сделать следующий важный
вывод: несмотря на различия нуклеотидных по-
следовательностей промоторов у разных организ-
мов, при рассмотрении их, как текстов, механи-
ческие, структурные и конформационные харак-
теристики двойной спирали ДНК на этих
участках сходны. Эти характеристики позволяют
выделить промоторы среди других участков нук-
леотидных последовательностей ДНК. Наиболее
заметны особенности профилей в окрестности
начала транскрипции, которая может захваты-
вать от шести до восьми нуклеотидных пар. Все
характеристики на этом участке меняются скач-
кообразно на каждом шаге, что свидетельствует о
потере регулярности двойной спирали на этом
участке. Отсутствие строгой регулярности облег-
чает перестройки структуры при связывании ре-
гуляторных белков и формировании «открытого
комплекса», необходимого для транскрипции. 

Другим участком, выделяющимся на профи-
лях СКД характеристик последовательностей
промоторов, является так называемый ТАТА-

бокс, с которым непосредственно связывается
регуляторный белок TBP – окрестности пози-
ции (–30) относительно начала транскрипции.
Для всех организмов характер изменений струк-
турных и физико-химических параметров на
этом участке схож. Значения механических и
структурных характеристик указывают на рас-
ширение малой бороздки и увеличение жестко-
сти двойной спирали на изгиб в сторону малой
бороздки. Детальное описание особенностей
профилей для каждой из характеристик дано в
работе [18]. На рис. 5 приведены профили харак-
теристик R, T, S промоторов человека. Позиции
от –32 до –24 пар оснований относительно нача-
ла транскрипции, т.е. позиции ТАТА-бокса от-
личаются малыми значениями R и T, что может
свидетельствовать об уменьшении интенсивно-
сти конформационных движений в цепях ДНК
на этом участке. Профиль характеристики S ука-
зывает на периодические изменения интенсив-
ностей конформационных движений в обеих
комплементарных цепях, которые происходят в
противофазе вплоть до позиции –3 пары основа-
ний. В позиции ТАТА-бокса различие в ампли-
тудах колебаний значений S у комплементарных
цепей наибольшее. Итак, СКД-характеристики
нуклеотидной последовательности геномов ука-
зывают на характерные структурные и конфор-
мационные особенности двойной спирали в
промоторных областях. 

В последнее время появились многочислен-
ные указания на ошибки в результатах секвени-
рования геномов [19, 20]. Большинство из них
связано с неточной оценкой встречаемости GC-
пар оснований. Заметное увеличение частот ме-
ханохимического расщепления после дезоксици-
тидина в двойной спирали может быть одним из
источников погрешностей получаемых нуклео-
тидных последовательностей. Разработка мето-
дов, которые могли бы учитывать частоты встре-
чаемости нуклеотидов на 5'-концах фрагментов
(«ридов»), используемых при NGS-секвенирова-
нии, и проводить на их основе корректировку ре-
зультатов – это еще одно направление, которое
стало возможным благодаря открытию С.Л. Гро-
ховским явления специфичного к нуклеотидной
последовательности механохимического расщеп-
ления ДНК. 

Открытие, сделанное Гроховским, дает но-
вые возможности развития и разработки методов
изучения особенностей структуры и конформа-
ционной динамики ДНК (см., например, работу
[21]), которые влияют на генную экспрессию и,
тем самым, определяют такие процессы, как кан-
церогенез и эпигенез.
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The article is dedicated in memory of Dr. Sergei Lvovich Grokhovsky, a distinguished scientist and an experiment-
er.  This paper contains a brief review of one aspect of the multifaceted scientific activity of Dr. S.L. Grokhovsky
whose work contributed immensely to the understanding of a new physicochemical event such as the specificity of
ultrasound-induced cleavage of internucleotide bonds in double-stranded B-DNA. His discovery has afforded a
view of the cleavage effects within the conformational and dynamic characteristics of nucleotide sequences in B-
DNA and an opportunity to conduct bioinformatical analysis of genomes on a new plane. Functional DNA re-
gions are characterized by distinct conformational-dynamic features. We demonstrate the effectiveness of this ap-
proach for the analysis of correlation of these conformational and dynamic features with the epigenetic develop-
ment and carcinogenesis.
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Астаксантин и его эфиры, относящиеся ко «вторичным» каротиноидам, синтезируются при
действии стресса в клетках Нaematococcus рluvialis, которые из вегетативного состояния переходят в
состояние гематоцист. Стрессовые факторы могут влиять не только на скорость и направление
синтеза, но и на конформационные изменения в молекуле пигментов, вызывая переход trans-
изомеров в cis-изомеры. Целью данного исследования является оценка эффективности действия
разных факторов (полярности среды и света) на процесс изомеризации trans-изомеров в cis-
изомеры астаксантина. При изучении действия этих факторов на процесс образования 9-cis- и 13-
cis-изомеров из растворов all-trans-астаксантина при 50°С показали, что растворители средней
полярности более эффективно стабилизируют cis-изомеры, чем сильно полярные, в то время как
аполярные растворители не способствуют стабилизации cis-изомеров. Наличие π-связей в
молекуле растворителя также положительно сказывается на процессе изомеризации. При изучении
влияния показателя преломления различных растворителей на поляризуемость астаксантина
выявили разные зависимости для полярных и аполярных растворителей. Предположили, что
растворители средней полярности облегчают процесс trans-cis-изомеризации астаксантина
благодаря снижению энергии крутильного момента и стабилизации молекулы в cis-конформации
за счет снижения отталкивания диполей метильных групп в полиеновой цепи и иононовом кольце.
Облучение светом растворов астаксантина при 25°С приводило к большему образованию cis-
изомеров в начальный период времени (четыре часа) по сравнению с облучением в течение шести и
более часов. При более длительном освещении происходил распад астаксантина с образованием
продуктов деструкции и окисления. 

Ключевые слова: астаксантин, trans- и cis-изомеры, полярность, показатель преломления, метод
ВЭЖХ. 

DOI: 10.31857/S0006302920030102

Астаксантин относится к ксантофиллам и со-
держит две гидроксильные и две карбонильные
группы в молекуле. Как и другие каротиноиды,
астаксантин имеет длинную полиеновую угле-
родную цепь, поэтому молекула может существо-
вать в виде большого количества геометрических
(рис. 1) и оптических изомеров. В природе астак-
сантин представлен в основном all-trans-изоме-
ром, когда углероды при всех двойных связях рас-
полагаются в trans-положении относительно друг
друга. В то же время cis-изомеры астаксантина
могут накапливаться в телах животных, напри-

мер, в человеческой крови до 30% от всего астак-
сантина может приходится на долю cis-изомеров
[1]. Также известно, что cis-изомеры лучше сор-
бируются плазмой крови, чем all-trans-изомеры
[2]. Как и другие представители каротиноидов,
астаксантин обладает антиоксидантными свой-
ствами [3, 4], причем известно, что cis-изомеры
обладают более высокой антиоксидантной актив-
ностью [5], а значит, могут оказывать более высо-
кий антиоксидантный эффект на весь организм. 

Было показано, что реакция изомеризации об-
ратима [6], поэтому менее стабильные cis-изоме-
ры со временем переходят в свою более устойчи-
вую all-trans-конфигурацию. Известно, что

Сокращениe: ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная
хроматография.

УДК 577.344.3
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изомеризация астаксантина активируется под
действием многих факторов: растворителей, тем-
пературы, ионов металлов, рН реакционной
среды [6–9]. Несмотря на многочисленность ис-
следований, небольшое число используемых рас-
творителей не позволило сформулировать зако-
номерности процесса. Кроме того, практически
отсутствуют систематические исследования по
влиянию света на процесс изомеризации, хотя
астаксантин и его эфиры синтезируется микрово-
дорослями именно под действием интенсивного
облучения, что делает необходимым исследова-
ния такого типа. Ранее было показано, что интен-
сивное освещение эфиров астаксантина вызыва-
ет окислительную деструкцию и образование
апо- и эпокси-производных астаксантина [10, 11].
На примере других каротиноидов, например зе-
аксантина, было показано, что свет вызывает
изомеризацию каротиноидов [12].

Целью данного исследования является оценка
эффективности действия разных факторов (по-
лярности среды, строения молекулы растворите-
ля и влияние света) на процесс изомеризации
trans-изомеров в cis-изомеры астаксантина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Используемые реактивы. В работе были ис-

пользованы астаксантин, гексан для ВЭЖХ, аце-
тонитрил для ВЭЖХ, метанол для ВЭЖХ, этил-
ацетат для ВЭЖХ (все – производства компании
Sigma-Aldrich, США); ацетон, хлороформ, ди-
хлорметан, тетрахлорметан, толуол, бензол, бута-
нол-1, тетрагидрофуран, диметилсульфоксид,
изопропанол, этанол, пиридин, диоксан (все –
квалификации «х.ч.», производства компании
«Химмед», Россия). Деионизованную воду с
удельным сопротивлением 18.2 MОм/cm получа-
ли с помощью очистительной системы Milli-Q In-
tegral 10 (Millipore, США).

Идентификация all-trans- и cis-изомеров астак-
сантина методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии с масс-детекцией и детекцией в ви-
димой области. Разделение изомеров свободного
астаксантина оценивали методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на
жидкостном хроматографе Agilent 1200 series (Ag-
ilent Technologies, США) с диодноматричным де-
тектором на обратно-фазовой колонке Exlipse
XDB-С18 (250×4.6 мм, размер частиц 5 мкм). Де-
текцию осуществляли при длине волны 480 нм. В
качестве подвижной фазы использовали систему:
МeOH : CH2Cl2 : CH3CN : H2O – 82.5 : 5 : 5.5 : 7.

Рис. 1. Геометрические изомеры астаксантина: (а) – all-trans-изомер, (б) – 9Z-изомер, (в) – 13Z-изомер. 
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Режим – изократический на протяжении всего
анализа, скорость потока 800 мкл/мин, объем
вводимой пробы 40 мкл, температура 30°С.

ВЭЖХ с масс-детекцией проводили в режиме
положительных ионов в диапазоне масс-ионов
0–1000 m/z.

Образование cis-изомеров астаксантина в при-
сутствии органических растворителей при 50°С.
Стоковый раствор свободного астаксантина в ме-
таноле (0,01 мг/мл) объемом 1,5 мл разделяли на
15 образцов по 100 мкл и упаривали на концен-
траторе. Упаренный образец растворяли в 1,5 мл
органического растворителя и инкубировали в
термостате при постоянной температуре 50°С в
полной темноте в течение 4 ч. Детектировали со-
держание образовавшихся cis-изомеров методом
ВЭЖХ каждый час.

Все пробы, вводимые в хроматографическую ко-
лонку, были растворены в метаноле. Для расчета
концентраций all-trans-, 9-cis- и 13-cis-изомеров в
исследуемых образцах использовали соответственно
коэффициенты экстинкции 125000 л/(моль · см),
247660 л/(моль · см) и 190512 л/(моль · см) [13].

Образование cis-изомеров и деструкция астаксанти-
на под действием синего света при температуре 25С.
Стоковый раствор свободного астаксантина в мета-
ноле (0.01 мг/мл) объемом 2 мл разделяли на два об-
разца по 1 мл. Контрольный образец находился без
доступа света в холодильнике (5°С) на протяжении
четырех суток, опытный образец освещали синим
спектром излучения (450–500 нм) с интенсивностью
500 мкмоль · м–2 · с–1 при комнатной температуре
(25°С) в течение четырех суток. На спектрофотометре
UV-Vis Cary 50 (Varian, США) раз в сутки измеряли
оптическую плотность исследуемых растворов, а про-
цесс изомеризации trans → cis изучали методом ВЭЖХ.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Зависимость спектра поглощения раствора
астаксантина от полярности растворителя. При ис-
следовании спектров поглощения астаксантина в
органических растворителях отметили, что про-
исходит сдвиг максимума поглощения для астак-
сантина от 478 нм к 490 нм, при переходе от рас-
творителей с меньшим показателем преломления
n (ацетон, метанол) к растворителям с большим
значением (пиридин, бензол, ДМСО) (табл. 1).
Эти результаты хорошо согласуются с литератур-
ными данными [14], поскольку энергетический
переход электронов на S2 очень чувствителен к n.

Корреляция между максимумом поглоще-
ния хромофора в растворителе и показателем
преломления этого растворителя выражается
уравнением [15]:

где Δα – разница между поляризуемостью в воз-
бужденном и основном состоянии, MW – молеку-
лярная масса, n – показатель преломления среды,
Δν – дисперсионный сдвиг растворителя.

Используя собственные и литературные дан-
ные, мы получили линейную зависимость макси-
мума поглощения астаксантина в см−1 (ν) от по-
казателя преломления (n) растворителя:

ν = ν0 +p ∙ f(n2), 

где ν0 – значение максимума поглощения хромо-
фора в состоянии вакуума, р – наклон кривой.

На рис. 2 изображены полученные зависимо-
сти для астаксантина в различных растворителях,
разбитых на две группы: полярные (ε > 1.15n2) и
неполярные (ε ≤ 1.15n2) [16], где ε – диэлектриче-
ская проницаемость среды. 

Как видно из представленного рисунка, дан-
ные по зависимости для полярных и неполярных
растворителей отличаются показателем ν0, кото-
рые равны соответственно 23.799 и 22.964 для не-
полярных и полярных растворителей и углом на-
клона p (–11.383 против –8.847). 

При разделении всех растворителей на две
группы – неполярные и полярные, согласно кри-
терию ε > 1.15n2 для полярных и ε ≤ 1.15n2 для не-
полярных – коэффициент корреляции оказался
выше (–0.9596 и –0.9742), чем при объединении
всех растворителей в одну группу (–0.941), что
видно из табл. 2. 

Это означает, что взаимодействие между моле-
кулой астаксантина и растворителем различается
в растворителях разной полярности, поэтому не-
обходимо рассматривать его поведение отдельно
в двух группах. Вероятно, такая зависимость свя-
зана с тем фактором, что при поглощении энер-
гии молекула хромофора становится диполем,
который по-разному взаимодействует с неполяр-
ными и полярными растворителями [17].

Идентификация all-trans- и cis-изомеров астак-
сантина методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии с детекцией в видимой области и
масс-детектором. Как уже отмечалось выше, all-
trans-изомеры астаксантина способны при повы-
шении температуры или при облучении образо-
вывать cis-изомеры. Идентификация all-trans- и
cis-изомеров проводилась методом ВЭЖХ по из-
вестной методике [6]. Для анализа использовался
раствор астаксантина в метаноле, содержащий
10% cis-изомеров. Он был получен инкубацией
метанольного раствора астаксантина в течение
4 ч при 50°С. На рис. 3 представлена хромато-
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Таблица 1. Физико-химические параметры органических растворителей

№ 
точки Растворитель νаст ∙ 103, 

см–1 n
n2 – 1
––––
n2 + 2

ε μ, Дебай

Число 
неподеленных 
электронных 

пар

Число 
π-связей

Неполярные растворители

1 н-Гексан* 21.19 1.365 0.223 1.88 0.00 0 0

2 Петролейный эфир* 21.1416 1.428 0.257 1.88 0.00 0 0

3 Циклогексан* 20.92 1.429 0.258 2.02 0.00 0 0

4 Диоксан 20.75 1.42 0.253 2.21 0.00 4 0

5 Тетрахлорметан 20.62 1.46 0.274 2.24 0.00 12 0

6 Бензол 20.49 1.501 0.295 2.23 0.00 0 3

7 Толуол* 20.408 1.497 0.293 2.378 0.37 0 3

8 CS2* 19.76 1.624 0.353 2.64 0.00 4 2

Полярные растворители

9 Метанол 21.14 1.329 0.203 32.66 1.71 2 0

10 Ацетонитрил 21.1 1.345 0.212 38.00 3.94 1 2

11 Ацетон 21.05 1.359 0.220 20.70 2.85 2 1

12 EtAc 21.05 1.37 0.226 27.8 1.78 4 1

13 Этанол 21.01 1.362 0.222 24.55 1.68 2 0

14 Изо-пропанол 20.92 1.384 0.234 18.30 1.68 2 0

15 Бутанол-1 20.92 1.40 0.242 17.80 1.68 2 0

16 Дихлорметан 20.58 1.424 0.255 9.08 1.55 6 0

17 Хлороформ 20.45 1.446 0.267 4.72 1.06 9 0

18 Пиридин 20.33 1.509 0.299 12.3 2.20 1 3

19 ДМСО 20.33 1.479 0.284 46.45 3.96 4 2

20 Бензиловый спирт 20.32 1,54 0.315 13.0 1.71 2 3

21 Хлорбензол* 20.28 1.525 0.306 5.61 1.69 3 3

22 Иодметан* 20.16 1.53 0.309 7.0 1.64 3 0

23 Этиловый эфир 
коричной кислоты*

20.16 1.56 0.323 6.1 2.14 4 5

Примечание. Знаком * помечены данные из работы [14]; νаст – положение максимума поглощения, выраженное в см–1.

Таблица 2. Значения основных параметров уравнения ν = ν0 + p ∙ f(n2) для растворов астаксантина

Растворители ν0 –p, см–1 Коэффициент корреляции r

Неполярные 23.799 11.383 –0.9596

Полярные 22.964 8.847 –0.9742

Сумма всех растворителей 23.161 9.4423 –0.941
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грамма данного образца. Как видно из рисунка,
смесь изомеров удалось разделить на четыре пи-
ка, каждый пик соответствует определенному
изомеру (all-trans – пик 1, 9-cis – пик 3, 13-cis –
пик 4). Пик 2 идентифицировать не удалось.

Для качественного подтверждения изомеров
для каждого пика были сняты спектры в видимой
области (рис. 4). Как видно из рис. 4а, максимум
поглощения для пика 1 соответствует известным
значениям all-trans-изомера и равен 480 нм [6].
Спектр поглощения пика 2 аналогичен пику 1,
но, поскольку в 100%-м чистом all-trans-изомере
он не наблюдается, был сделан вывод, что пик 2

соответствует неизвестному нам изомеру
(рис. 4б). Пики 3 и 4 были идентифицированы
как 9-cis- (рис. 4в) и 13-cis-изомеры (рис. 4г) соот-
ветственно по характерному сдвигу максимума
поглощения в область меньших длин волн
(для 13-cis-изомера – 468 нм, для 9-cis-изомера –
472 нм), а также по появлению второго максиму-
ма поглощения для 13-cis-изомера (370 нм). 

Методом масс-спектрометрии установили,
что пики 1–4 имеют один и тот же масс-ион, рав-
ный 597.3, что соответствует свободной форме
астаксантина. Это подтверждает вывод о том, что

Рис. 2. Зависимости максимумов поглощения растворов астаксантина в различных органических растворителях от
поляризуемости растворителя. Точки на рисунке соответствуют номерам в табл. 1. Обозначения: треугольники –
неполярные растворители, пунктирная линия – тренд для неполярных растворителей; квадраты – полярные
растворители, сплошная линия – тренд для полярных растворителей.
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Рис. 3. Хроматограмма раствора астаксантина в метаноле, содержащего 10% cis-изомеров: 1 – all-trans-астаксантин,
2 – неизвестный cis-астаксантин, 3 – 9-cis-астаксантин, 4 – 13-cis-астаксантин.
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Рис. 4. Спектры поглощения пиков 1–4 хроматограммы, представленной на рис. 3: (а) – all-trans-астаксантин, (б) –
неизвестный изомер астаксантина, (в) – 9-cis-астаксантин, (г) – 13-cis-астаксантин.
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Рис. 5. Примеры структур некоторых растворителей (слева направо: метанол, ацетон, хлороформ, тетрахлорметан,
толуол).
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пики 1–4 являются изомерами одного и того же
вещества.

Образование cis-изомеров астаксантина в при-
сутствии органических растворителей при 50С.
Далее исследовали процесс изомеризации all-
trans-астаксантина при 50°С в течение 4 ч в рас-
творе четырнадцати органических растворите-
лей, отличающихся друг от друга показателем
преломления, диэлектрической проницаемо-
стью, дипольным моментом и количеством непо-
деленных электронных пар и π-связей (табл. 1).
Дополнительно для некоторых растворителей на
рис. 5 приведены структурные формулы, на кото-

рых изображены электронные облака неподелен-
ных электронных пар и волнистыми линиями –
π-связи. Температура 50°С была выбрана потому,
что скорость изомеризации растет с повышением
температуры [7], однако параллельно с этим про-
текает и термическая деструкция астаксантина:
при значениях выше 50°С его молекула начинает
разрушаться. 

Предварительно исследовали состояние кри-
сталлического астаксантина при нагревании до
50°С в течение 4 ч, при котором не наблюдалось
появления cis-изомеров. В отличие от кристалли-
ческого состояния, растворенный астаксантин
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подвергается изомеризации, но в каждом раство-
рителе содержание cis-изомеров различается
между собой.

Итак, процесс изомеризации происходит
только в растворе, причем эффект стабилизации
растворителями отличается для полярных и апо-
лярных растворителей. Поэтому далее проанали-
зировали наличие корреляции между накопле-
нием cis-изомеров в реакционной среде после
инкубации при 50°С и диэлектрической прони-
цаемостью растворителя отдельно для полярных
растворителей. Точки на рисунке 6 соответствуют
среднему значению после трех повторов и указа-
ны согласно порядковому номеру растворителя
в таблице 1. Оказалось, что зависимость между
этими показателями имеет достаточно высокий
коэффициент корреляции, который составил
r = –0.97.

Стоит отметить, что при проведении экспери-
мента в ацетоне значительно уменьшилась ин-

тенсивность как all-trans-изомера, так и cis-изо-
меров, что объясняется деструкцией молекулы.
Это предположение подтверждается появлением
продуктов распада в образце, поглощающих в об-
ласти 200–250 нм. Поскольку в других используе-
мых нами растворителях не наблюдается подоб-
ной деструкции астаксантина, зависимость со-
держания cis-изомеров от ε изучалась без учета
ацетона и не была учтена при расчете коэффици-
ента корреляции.

Поскольку в ходе изомеризации образуются
сразу несколько cis-изомеров (преимущественно
9-cis- и 13-cis-изомеры), то для правильного отра-
жения эффекта растворителя на стабильность
изомеров использовалась их сумма. Этот момент
имеет большое значение, поскольку в некоторых
растворителях (например, в диметилсульфоксиде
и ацетонитриле) содержание 9-cis-изомера рав-
няется 0.3%, а в ацетоне – достигает почти 3%.

Образование cis-изомеров и деструкция астак-
сантина под действием синего света при температу-
ре 25С. Другим фактором для инициации про-
цесса изомеризации стало облучение синим све-
том (λ = 450–500 нм). Свет именно такого
диапазона был выбран потому, что максимум по-
глощения астаксантина в большинстве органиче-
ских растворителей попадает в эту область. Ме-
танол был выбран в качестве растворителя для
данного анализа, поскольку способствует стаби-
лизации cis-изомеров, не вызывает деструкции
астаксантина и устойчив к облучению в отличие
от, например, хлороформа, в котором астаксан-
тин обесцвечивался всего за несколько часов об-
лучения.

Метанольный раствор астаксантина непре-
рывно облучался в течение четырех суток синим
светом при комнатной температуре (25°С). Мето-
дом ВЭЖХ каждый час изучали состав облучен-
ного образца, усредненные результаты по трем
повторам представлены в табл. 3. Как можно ви-
деть из представленных данных, содержание изо-
меров при облучении в течение первых пяти ча-
сов резко увеличивалось, а затем выходило на

Рис. 6. Зависимость содержания cis-изомеров астак-
сантина в анализируемой пробе от диэлектрической
проницаемости растворителя при инкубации в те-
чение 4 ч при 50°С. Нумерация образцов соответ-
ствует нумерации в табл. 1. Коэффициент корреля-
ции r = –0.97.
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Таблица 3. Зависимость содержания cis-изомеров в метанольном образце астаксантина от времени облучения 

Изомеры 
астаксантина

Время облучения, ч

0 1 2 3 4 5 6 7 24 48 72 96

Содержание изомеров в зависимости от времени облучения, %

All-trans- 100 89.46 89.78 90.65 90.65 91.71 91.56 89.64 88.53 87.86 86.23 85.75

9-cis- 0 0.31 0.55 0.67 0.85 1.15 1.09 1.13 1.14 1.17 1.2 1.21

13-cis- 0 1.71 2.44 2.87 3.04 3.04 3.90 2.76 2.60 2.53 2.27 2.08

Примечание. Значения усреднены по трем опытам. 
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плато, и начинало снижаться. После облучения в
течение семи часов было обнаружено достовер-
ное падение содержания 13-cis-изомеров, и сле-
дующее измерение было проведено на 24-й час с
момента облучения, а затем измерялось каждые
24 часа. Как видно из табл. 3, содержание 13-cis-
изомеров продолжало уменьшаться до конца экс-
перимента. Исходя из этого, можно сделать вы-
вод, что при длительном облучении происходит
разрушение молекулы астаксантина.

Суммарное содержание обоих cis-изомеров
повторяет динамику содержания 13-cis-изомера
(рис. 7). 

Концентрация all-trans-астаксантина начина-
ет падать уже после первого часа, это означает,
что астаксантин медленно разрушается под дей-
ствием света. Продукты деградации видны на
спектрах поглощения облученных растворов
(рис. 8). Рост оптической плотности в синей об-
ласти является подтверждением того, что полие-
новая цепь разрушилась до более коротких про-
дуктов распада (апо- и эпокси-соединения). Уве-
личение поглощения в области 250–260 нм
соответствует максимуму поглощения апо-9-
астаксантинона [11]. Полученные данные говорят
о том, что при облучении светом в течение четы-
рех часов уже образуется этот продукт де-
струкции.

ОБСУЖДЕНИЕ

Зависимость электронного переноса S0→S2 от
структуры каротиноида. Ранее в работе [18] была
продемонстрирована систематическая зависи-
мость измеренного времени жизни состояния S1
от длины конъюгации для толуольных растворов
β-каротина.

Подобную зависимость можно наблюдать и
для максимума поглощения растворов каротино-
идов. Однако в случае каротиноидов эта зависи-
мость отличается от других хромофоров за счет
иононового кольца, а также карбонильных групп,
которые также оказываются сопряженными с
главной цепью. Для учета сопряженных связей в
концевых циклах принято использовать показа-
тель Neff [19], который равняется 0.3N по сравне-
нию с обычным сопряжением. Такое значение
связано с уменьшением перекрывания p-орбита-
лей для сопряженных двойных связей полиено-
вой цепи и кольца, расположенного вне плоско-
сти цепи из-за стерических факторов. Хотя конъ-
югированный концевой цикл вносит вклад в
длину цепи конъюгации, он расширяет ее на эк-
вивалент только 0.3 связи C=C.

Рис. 7. Суммарное содержание cis-изомеров астаксантина в образце в зависимости от времени его облучения.
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Таким образом, с учетом всех двойных связей
астаксантина, получается, что молекула содержит
девять С=С-связей полиеновой цепи, две С=С- и
две С=О-связи в иононовом кольце. С учетом
этого Neff = 9.0 + 0.6 + 0.6 = 10.2. Это значение
полностью соответствует зависимости максиму-
ма поглощения от длины сопряжения (рис. 9). На
рис. 9 добавлены собственные данные к имею-
щимся в работе [19].

Стабилизация органическими растворителями
cis-изомеров астаксантина. При пространствен-
ном рассмотрении строения cis-изомеров астак-
сантина (рис. 10) видно, что метильные группы
при пятом и тринадцатом атомах углерода, кото-
рые образуют диполи с зарядом δ+, при опреде-
ленном изгибе молекулы могут быть расположе-
ны близко друг к другу, из-за чего возникают
сильные электронные отталкивания. 

Это отталкивание особенно важно для 9-cis-
изомера, поскольку при повороте молекулы во-
круг двойной С9=С10 связи метильная группа
при С13 оказывается близко расположена по от-
ношению к метильной группе при С5. Таким об-

разом, возникающее диполь-дипольное отталки-
вание положительно заряженных метильных
групп вызывают вращающий момент, благодаря
чему cis-изомер стремится вернуться в исходное
all-trans состояние. Этого взаимодействия не на-
блюдается для 13-cis-изомера, поскольку метиль-
ная группа при С13 и С13' располагается с другой
стороны полиеновой цепи. Этим объясняется тот
факт, что содержание 13-cis-изомера значительно
выше, чем 9-cis-изомера.

Известно, что для инициации процесса изоме-
ризации необходимо преодолеть энергетический
барьер для крутильных колебаний вокруг двой-
ной связи. Чтобы преодолеть этот барьер, моле-
кулу астаксантина облучают светом. В таком слу-
чае образуется радикальный аддукт, а двойная
связь по свойствам становится близка к одинар-
ной, атомы углерода находятся в sp3-гибридиза-
ции, благодаря чему появляется способность к
вращению вокруг центральной связи. При погло-
щении энергии в виде света или тепла электроны
переходят в возбужденное состояние π→π*. Если
не происходит флуоресценции, то энергия воз-
бужденного электрона может переходить в коле-
бательную и вращательную энергию. Вращение
вокруг центральной связи может стать таким, что
возбужденные cis-trans-состояния могут перехо-
дить друг в друга. Поскольку энергия возбужден-
ного состояния cis-изомера выше, чем возбуж-
денного trans-изомера, то молекула больше вре-
мени находится в виде cis-изомера.

При использовании растворителей с пример-
но одинаковой диэлектрической проницаемо-
стью (точки 4–6), содержание cis-изомеров астак-
сантина выше в том растворителе, который со-
держит сопряженную π-электронную систему
(бензол). Мы предполагаем, что π-электроны
растворителя взаимодействуют с возбужденными
π*-электронами подвергающейся изомеризации
двойной связи. В результате такого взаимодей-
ствия происходит стабилизация cis-изомера
(рис. 11).

Рис. 9. Зависимость электронного переноса S0→S2 см–1

от обратного числа сопряженных двойных связей (N)
для линейных каротиноидов в гексане [19].
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Также наблюдается определенная зависимость
содержания cis-изомеров от диэлектрической
проницаемости растворителя. В неполярных рас-
творителях cis-изомеров значительно меньше,
чем в полярных. Вероятно, это связано с отсут-
ствием диполь-дипольных взаимодействий меж-
ду астаксантином, который после возбуждения
получает дипольный момент, и неполярным рас-
творителем, не имеющим дипольный момент
(для растворителей 4–6 μ = 0). В полярных же
растворителях содержание cis-изомеров оказа-
лось выше, причем с увеличением полярности
это значение линейно падает. Это означает, что
процесс изомеризации в очень полярных и очень
неполярных растворителях протекает хуже, чем в
растворителях со средней полярностью.

Как видно из представленных данных, cis-изо-
меры в небольших количествах присутствуют во
всех растворителях. Чтобы проверить, как будет
происходить изомеризация без влияния окружа-
ющей среды, были проведены опыты на кристал-
лах астаксантина, которые облучали либо подвер-
гали термической обработке при Т = 50°С в тече-
ние четырех часов. После их растворения в

метаноле методом ВЭЖХ было показано, что как
первые, так и вторые образцы не содержат cis-
изомеров. Это означает, что изомеризация не
протекает (либо протекает очень медленно) в
кристаллическом виде, т.е. растворитель выпол-
няет роль стабилизатора в процессе изомери-
зации.

Можно предположить, что молекулы раство-
рителя взаимодействуют с диполями метильных
групп астаксантина при сопряженной полиено-
вой цепи. Кроме того, в случае 9-cis-изомера мо-
лекулы растворителя взаимодействуют с С5- и
С13-метильными группами и снимают напряже-
ние, благодаря чему в растворе появляется стери-
чески затрудненный 9-cis-изомер. Также, судя по
всему, растворитель взаимодействует с делокали-
зованными π-электронами астаксантина, стаби-
лизируя радикальный аддукт, благодаря чему по-
является больше времени для вращения вокруг
центральной связи. По всей видимости, если в
растворителе присутствует π-система, то она до-
полнительно стабилизирует cis-изомеры. 

Рис. 11. Стабилизация cis-изомера астаксантина растворителем с π-системой на примере бензола. Волнистой линией
указаны π-связи в бензоле и их сопряжение с π-электронами астаксантина в месте протекания изомеризации.
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КУЛИКОВ и др.

Процесс фотоизомеризации и деструкции астак-
сантина. При длительном облучении астаксанти-
на светом с длиной волны в диапазоне 450–
500 нм, что соответствует максимальному пере-
крыванию с областью поглощения молекулы, на-
блюдается рост cis-изомеров астаксантина. Стоит
заметить, что содержание образующихся изоме-
ров резко увеличивается в первые два часа, а за-
тем это значение растет очень медленно (рис. 7).
На пятом часу облучения было зафиксировано
самое высокое значение для суммы 9-cis- и 13-cis-
изомеров. После пятого часа содержание cis-изо-
меров начинает уменьшаться. 

Подобную зависимость можно объяснить тем
фактором, что в растворе протекают одновремен-
но две реакции: фотоизомеризация астаксантина
(trans→cis) и разрушение его молекулы. В первые
часы скорость реакции фотоизомеризации очень
высока, а деструкция практически не происхо-
дит, поскольку астаксантин дезактивирует обра-
зующиеся свободные радикалы, поэтому мы на-
блюдаем рост cis-изомеров. Затем скорость пер-
вой реакции начинает падать, в то же время
антиоксидантная активность астаксантина начи-
нается снижаться. Чем дольше происходит облу-
чение, тем быстрее деградируют молекулы астак-
сантина, а после пятого часа скорость реакции
разрушения становится выше скорости реакции
фотоизомеризации. Эти выводы подтверждает и
тот факт, что концентрация all-trans-астаксанти-
на начинает падать уже после первого часа, в то
время как наблюдается увеличение поглощения в
области 250–260 нм, что соответствует максиму-
му поглощения апо-9-астаксантинона [11]. Рост
оптической плотности в синей области является
подтверждением того, что полиеновая цепь раз-
рушилась до более коротких продуктов распада
(апо- и эпоксисоединения).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Был изучен процесс фотоизомеризации астак-
сантина, а также изомеризации при нагревании
до 50°С в присутствии различных органических
растворителей. Показано, что растворители ста-
билизируют cis-изомеры астаксантина, причем в
растворителях со значением диэлектрической
проницаемости от 4 до 30 процесс изомеризации
протекает лучше, чем в сильнополярных и непо-
лярных. Растворители с сопряженной π-элек-
тронной системой также увеличивают содержа-
ние cis-изомеров. В кристаллическом состоянии
астаксантин не образует cis-изомеров ни при на-
гревании, ни при облучении. В случае фотоизо-
меризации протекают два процесса: образование
cis-изомеров и деструкция молекулы. Показано,
что после пяти часов облучения синим светом
скорость реакции разрушения становится выше

скорости образования cis-изомеров, поэтому их
содержание начинает снижаться.
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Effects of Solvent Nature and Light on Isomerization 
and Oxidative Destruction of Astaxanthin

 E.A. Kulikov*, I.S. Kulikova*, R.G. Vasilov*, and A.A. Selishcheva*, **

*National Research Center “Kurchatov Institute”, pl. Akademika Kurchatova, Moscow, 123182 Russia 

**Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1, Moscow, 119991 Russia

Astaxanthin and its esters are referred to as “secondary” carotenoids and synthesized under stress conditions
in the cells of Haematococcus pluvialis, transformed from vegetative cells to hematocysts. Stress factors can
affect not only the rate and direction of synthesis, but also the conformational changes in the pigment mole-
cule, that cause trans-isomers to convert to cis-isomers. The aim of this study is to assess the efficiency of dif-
ferent factors (medium polarity and light) which have impact on the process of trans-cis astaxanthin isomer-
ization. While studying the effect of these factors on the formation of 9-cis- and 13-cis-isomers from all-trans
astaxanthin solutions at 50°C, it was shown that medium polarity solvents more effectively stabilize cis-iso-
mers than highly polar solvents. Apolar solvents do not contribute to stabilization of cis-isomers. The pres-
ence of π-bonds in the solvent molecule also has a positive effect on the isomerization process. When studying
the effects of the refractive index of different solvents on polarizability of astaxanthin, there were differences
in the dependencies for polar and apolar solvents. Solvents of medium polarity were supposed to facilitate the
process of trans-cis astaxanthin isomerization due to a reduction in the energy of the rotating moment and
stabilization of the cis-conformation molecule as a result of reduced dipole-dipole repulsion force between
methyl groups in the polyene chain and ionone ring. Exposure of astaxanthin solutions to light at 25°С in-
duced formation of cis-isomers the quantity of which was higher within the first 4 hours of exposure as com-
pared to that after exposure for 6 and more hours. Exposure of astaxanthin to irradiance for longer period
caused the decay of astaxanthin and the formation of degradation and oxidation products. 

Keywords: astaxanthin, trans- and cis-isomers, polarity, refractive index, HPLC method
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ВЛИЯНИЕ СЛАБОГО ПОСТОЯННОГО МАГНИТНОГО ПОЛЯ 
В ДИАПАЗОНЕ ВЕЛИЧИН ОТ «НУЛЕВОГО» ПОЛЯ (0,01 мкТл) 

ДО 100 мкТл НА ПРОДУКЦИЮ АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА 
В НЕАКТИВИРОВАННЫХ НЕЙТРОФИЛАХ
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Показано, что 40-минутное экспонирование перитонеальных нейтрофилов в гипомагнитных усло-
виях (при величине остаточного поля 0.01 мкТл) вызывает значительное (на 25%) уменьшение ин-
тенсивности флуоресценции внутриклеточного дихлорфлуоресцеина. При увеличении постоянно-
го магнитного поля до 1 мкТл величина этого эффекта ослабленного магнитного поля сохраняется.
При дальнейшем увеличении поля до 2.5 мкТл эффект действия поля исчезает и снова проявляется
при 5 мкТл в редуцированном виде, достигая максимума при 7 мкТл. При последовательном увели-
чении индукции постоянного магнитного поля (9, 15, 19.5 мкТл) отмечается столь же выраженный
и устойчивый ингибирующий эффект, степень выраженности которого значительно снижается
только при 30 мкТл. Далее, при величине постоянного магнитного поля 45 мкТл значения интен-
сивности флуоресценции продуктов окисления 2,7-дихлордигидрофлуоресцеина уже не отличают-
ся от контрольных. При дальнейшем увеличении поля до 74 мкТл и 100 мкТл также не отмечено
влиияние на эти процессы. 

Ключевые слова: гипомагнитное поле, геомагнитное поле, нейтрофилы, активные формы кислорода,
флуоресценция.
DOI: 10.31857/S0006302920020114

В литературе имеется ряд сообщений о сниже-
нии продукции активных форм кислорода (АФК)
в гипомагнитных условиях в различных типах
клеток и при различной экспозиции [1–4]. Ранее
нами было показано, что полуторачасовое экспо-
нирование перитонеальных нейтрофилов мышей
при магнитном экранировании в гипомагнитных
условиях (остаточное постоянное магнитное поле
менее 20 нТл) вызывает снижение базовой внут-
риклеточной продукции активных форм кисло-
рода, регистрируемое по изменению интенсивно-
сти флуоресценции продуктов окисления 2,7- ди-
хлордигидрофлуоресцеина и дигидрородамина
123 [5, 6]. Учитывая то, что эффект действия ги-
помагнитного поля проявлялся в опытах на ней-
трофилах без дополнительной их стимуляции хи-
мическими активаторами респираторного взрыва
(формилированным пептидом N-formyl-Met-
Leu-Phe или форболовым эфиром форбол-12-ме-

ристат-13-ацетата) и, следовательно, не обуслов-
лен нарушением ответа нейтрофилов на эти
стимулы, нами с целью определения возможных
молекулярных механизмов этого действия «нуле-
вого» поля был проведен комплекс специальных
исследований на неактивированных нейтрофи-
лах [6]. Было показано, что снижение интенсив-
ности процессов окисления 2,7-дихлордигидро-
флуоресцеина в неактивированных нейтрофилах
в гипомагнитных условиях не зависит от каль-
ций-опосредованных регуляторных механизмов,
о чем свидетельствует отсутствие действия внут-
риклеточного хелатора ионов кальция (ацетокси-
метилового эфира 1,2-бис(2-аминофенок-
си)этан-N,N,N',N'-тетрауксусной кислоты) на
интенсивность этого процесса [6]. Это снижение
вряд ли обусловлено влиянием гипомагнитных
условий на фосфорилирование компонентов
НАДФН-оксидазы, так как добавка ингибитора
протеинкиназы С (Ro 31-6233) практически не
отразилась на интенсивности флуоресценции
внутриклеточного дихлордигидрофлуоресцеина

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, МП –
магнитное поле, ГМП – геомагнитное поле.

УДК 577.3
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[6]. Добавка ингибитора фосфолипазы С (U73122)
немного и приблизительно одинаково снизила
продукцию АФК как в контроле, так и в опыте
[6]. О возможном участии электрон-транспорт-
ной цепи митохондрий в механизме этого эффек-
та «нулевого» поля свидетельствует снижение
продукции АФК при добавке ротенона, значи-
тельно более выраженное в опытных образцах,
подвергшихся действию гипомагнитного
поля [6].

В связи с этими результатами возникает во-
прос о том, каким образом данный эффект гипо-
магнитного поля зависит от величины остаточно-
го магнитного поля и, более широко, от величи-
ны постоянной компоненты магнитного поля
(МП) в диапазоне ослабленного геомагнитного
поля (ГМП), параметров ГМП (34–68 мкТл и да-
лее до 100 мкТл). Ответить на этот вопрос предпо-
лагается в данном исследовании. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Получение суспензии нейтрофилов. Работа вы-

полнена на перитонеальных нейтрофилах мы-
шей. Для получения нейтрофилов использовали
лабораторных мышей самцов линии CD-1 массой
24–26 г, полученных из питомника лабораторных
животных ФИБХ РАН (Пущино, Московская об-
ласть). В перитонеальную полость мыши инъеци-
ровали 150 мкл суспензии опсонизированного
зимозана с концентрацией 5 мг/мл (Zymozan A из
Saccharomyces carevisiae, Sigma, США). После это-
го через 12 ч животных умерщвляли методом цер-
викальной дислокации, их брюшную полость
промывали четырьмя миллилитрами охлажден-
ного раствора Хенкса без кальция. Экссудат соби-
рали пипеткой и центрифугировали в течение
5 мин при 600 g. Супернатант декантировали, а
осадок разводили в 4 мл бескальциевого раствора

Хенкса и оставляли на 1 ч при 4°C. Количество
выделенных клеток подсчитывали в камере Горя-
ева. Жизнеспособность клеток определяли, ис-
пользуя витальный краситель трипановый синий.
Содержание живых клеток при этом составляло
не менее 98%. Для опытов образцы получали, раз-
водя суспензию нейтрофилов стандартной сре-
дой Хенкса (138 мM NaCl, 6 мM KCl, 1 мМ Mg-
SO4, 1 мM Na2HPO4, 5 мM NaHCO3, 5,5 мM глю-
козы, 1 мM CaCl2, 10 мМ HEPES, pH 7.4; Sigma,
США) до концентрации 1 млн кл/мл. 

Экспонирование суспензии нейтрофилов в по-
стоянном магнитном поле заданной величины. Ней-
трофилы инкубировали при 37.0 ± 0.2°С в кон-
центрации 1 млн/мл по 250 мкл в полипропиле-
новых пробирках типа Эппендорф. Заданная
температура поддерживалась циркуляционным
термостатом. Типичное время инкубации состав-
ляло 40 мин. Образцы контрольных групп нахо-
дились в локальном геомагнитном поле с посто-
янной составляющей ∼45 мкТл и уровнем маг-
нитного фона на 50 Гц 15–50 нТл. 

В опытах была использована специальная, не-
обходимая для корректного выполнения работ с
ослабленным геомагнитным полем и со слабыми
МП, исследовательская аппаратура – установка
для формирования гипомагнитных условий, ко-
торая позволяла получить высокую степень
ослабления ГМП – до 10000 раз (остаточное по-
стоянное поле не превышало 10 нТл) и суще-
ственно ослабляла переменные техногенные по-
мехи (до единиц нТл). Эта установка состояла из
трех вставленных соосно один в другой цилин-
дрических магнитных экранов из пермаллоя
(толщиной 1 мм), закрытых крышками с отвер-
стиями для подводки измерительной и термоста-
билизирующей аппаратуры (рис. 1). Определение
остаточных полей в установке проводили пря-

Рис. 1.  Блок магнитной обработки: 1 – магнитные экраны; 2 – соленоид; 3 – термостастабилизированная кювета; 4 –
экспериментальные образцы.
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мым измерением с помощью феррозондового
магнитометра Mag-03 MS 100 (Bartington, Вели-
кобритания). Для формирования эксперимен-
тального слабого однородного постоянного МП
различной интенсивности (1.0, 2.5, 5.0, 7.0, 9.0,
15.0, 19.5, 30, 45, 74, 100 мкТл) внутри этой систе-
мы был установлен специальный индуктор (соле-
ноид), подключенный к источнику постоянного
тока. Размеры экспериментального участка внут-
ри экранов (диаметр 20 см, длина 40 см) позволя-
ли поместить одновременно в зону однородного
слабого магнитного поля достаточное для опытов
число экспериментальных образцов (не менее 8).
Опыты повторяли не менее трех раз. 

Флуоресцентная детекция внутриклеточных
АФК. После 40-минутной инкубации к суспензии
нейтрофилов добавляли флуоресцентный зонд на
внутриклеточные АФК – 2,7-дихлордигидрофлу-
оресцеин диацетат (H2DCF-DA) (Sigma, США)
до конечной концентрации 0.01 мг/мл. Пробы
продолжали инкубировать в течение 30 мин при
37°С в темноте, чтобы минимизировать фотоок-
сидацию красителя. Затем клетки отмывали, цен-
трифугируя при 600 g в течение 5 мин при комнат-
ной температуре в растворе Хенкса. Далее к осад-
ку добавляли 1 мл среды, ресуспендировали и
регистрировали спектры флуоресценции образ-
цов на приборе Lumina Fluorescence Spectrometer
(Thermo Fisher Scientific, США), при возбужде-
нии на длине волны 488 нм.

Следует отметить, что нами был применен ме-
тод флуоресцентной спектроскопии с использо-
ванием хорошо изученного проникающего в

клетки флуоресцентного зонда на АФК – 2,7-ди-
хлордигидрофлуоресцеина диацетата [7–10].
H2DCF-DA проникает в клетку, где под действи-
ем внутриклеточных эстераз переходит в форму
H2DCF. H2DCF – слабо флуоресцирующий
агент, который в реакциях с окислителями пре-
вращается в сильно флуоресцирующий продукт –
дихлорфлуоресцеин.

Результаты статистически обработаны с при-
менением t–критерия Стьюдента. Часть резуль-
татов представлена в процентах, как отношение
максимальной интенсивности флуоресценции
при длине волны 528 нм в опытах к значению в
контроле, принятому за 100%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Экспонирование перитонеальных нейтрофи-
лов в гипомагнитных условиях (при величине
остаточного поля 0.01 мкТл) вызывает значитель-
ное (на 25%) уменьшение интенсивности флуо-
ресценции внутриклеточного дихлорфлуоресце-
ина (рис. 2, 3). При увеличении постоянного МП
до 1 мкТл величина этого эффекта ослабленного
МП сохраняется (рис. 2). При дальнейшем увели-
чении поля до 2.5 мкТл эффект действия поля ис-
чезает и снова проявляется при 5 мкТл в редуци-
рованном виде, достигая максимума при 7 мкТл
(рис. 2). Любопытно, что при последовательном
увеличении индукции МП на следующих трех
значениях величины постоянного МП (9.0, 15.0,
19.5 мкТл) отмечается столь же выраженный и
устойчивый ингибирующий эффект, степень вы-

Рис. 2. Влияние постоянного магнитного поля на интенсивность флуоресценции дихлорфлуоресцеина в суспензии
нейтрофилов. По оси ординат – максимальная интенсивность флуоресценции в процентах по отношению к контролю
(средние значения и стандартные отклонения, n = 8); по оси абсцисс – номер группы: 1 – контроль, 2 – постоянное
МП 0.01 мкТл, 3 – 1.0 мкТл, 4 – 2.5 мкТл, 5 – 5.0 мкТл, 6 – 7.0 мкТл, 7 – 9.0 мкТл, 8 – 15.0 мкТл, 9 – 19.5 мкТл, 10 –
30 мкТл, 11 – 45 мкТл, 12 – 74 мкТл, 13 – 100 мкТл. Звездочкой отмечены достоверные отличия между группами
(P < 0.05).
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раженности которого значительно снижается
только при 30 мкТл. В этой связи важно отметить,
что величина постоянного поля 30 мкТл прибли-
зительно соответствует нижнему уровню диапа-
зона ГМП (34–68 мкТл). Далее, при величине по-
стоянного МП 45 мкТл, соответствующей ло-
кальному значению ГМП в зоне, где были
расположены контрольные образцы в наших
опытах, значения интенсивности флуоресценции
продуктов окисления 2,7-дихлордигидрофлуо-
ресцеина не отличаются от контрольных образ-
цов (рис. 2). При дальнейшем увеличении поля до
величин 74 мкТл и 100 мкТл, уже выходящих за
верхний уровень диапазона ГМП, не отмечено
действия поля на эти процессы. В этом случае по-
казатели флуоресценции продукта окисления
H2DCF-DA –дихлорфлуоресцеина – уже не от-
личаются от контрольных (рис. 2).

При анализе результатов важно отметить, что
форма спектров и положение максимума интен-
сивности использованного флуоресценции зонда
в «нулевом» магнитном поле, в ослабленном и в
усиленном постоянном МП (по отношению к
ГМП) не изменялись относительно этих парамет-
ров в контроле (рис. 3).

Нам представляется информативной обнару-
женная зависимость интенсивности флуоресцен-
ции продуктов окисления H2DCF-DA в нейтро-
филах от величины постоянного магнитного поля
в изученном диапазоне его индукции (0.01–
100 мкТл), которая свидетельствует о высокой
чувствительности этих процессов к изменению
магнитных условий. Выявленная анизотропия
ответа биологической системы на такое воздей-
ствие может дать конкретную информацию для
анализа физических механизмов неспецифиче-

Рис. 3. Спектры флуоресценции дихлорфлуоресцеина в суспензии нейтрофилов в контроле (1) и в опыте (2) после
действия некоторых величин постоянного магнитного поля: (а) – 0.01 мкТл, (б) – 2.5 мкТл, (в) – 7.0 мкТл, (г) –
100 мкТл.
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НОВИКОВ и др.

ской магниторецепции. В настоящий момент на-
бирает популярность модель неспецифической
(не связанной с определенными рецепторами)
магниторецепции [11], основанная на анализе
прецессии магнитных моментов и молекулярных
вращениях в слабом МП, в которой для реали-
стичных оценок полученные нами данные могли
бы быть полезны. Также нельзя исключить из
рассмотрения ион-резонансные механизмы дей-
ствия слабого поля [12]. В этом случае можно
предположить, что при различных величинах по-
стоянного магнитного поля система генерации
внутренних электрических процессов в клетке
или в межклеточной среде будет попадать или нет
в резонансные условия [13, 14], что могло бы от-
разиться на интенсивности процессов внутрикле-
точного окисления. 

С практической точки зрения крайне важным
представляется результат отсутствия биологиче-
ского действия слабого постоянного МП при ве-
личине 2.5 мкТл, в то время как при меньших
(1 мкТл) и при больших (7 мкТл) значениях поля
суспензия нейтрофилов реагирует на воздей-
ствие. Это тем более интересно, что ранее на дру-
гой экспериментальной модели – делении плана-
рий Dugesia tigrina – был получен аналогичный
результат (отсутствие действия) при близкой ве-
личине постоянного МП – 3 мкТл [15, 16]. Край-
не любопытно то, что процессы окисления
H2DCF в нейтрофилах оказались чувствительны
к действию ослабого постоянного магнитного по-
ля в широком диапазоне его величин, от
0.01 мкТл вплоть до практически нижней грани-
цы ГМП – 30 мкТл (исключая одно значение –
2.5 мкТл). Эти данные, наряду с ранее получен-
ными о том, что слабые комбинированные маг-
нитные поля – постоянное магнитное поле
(60 мкТл) и коллинеарное ему переменное низко-
частотное магнитное поле на частоте 49.5 Гц
(близкой к промышленной частоте 50 Гц) при ам-
плитудах в диапазоне 60–180 нТл – вызывают,
при превентивном 40-минутном воздействии,
значительное снижение интенсивности респира-
торного взрыва в суспензии нейтрофилов в ответ
на активатор – пептид N-формил-Met-Leu-Phe
[17], а также последними данными о сильном
влиянии имитаций геомагнитных бурь на биоло-
гические объекты [18, 19], указывают на высокую
чувствительность биологических процессов к ва-
риациям слабых магнитных полей. Следует отме-
тить, что возможность выявления этих реакций
появилась только в последнее время благодаря
использованию специальной экранирующей и
цифровой техники. 
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The Effect of Weak Static Magnetic Field Ranging from 0.01 μT 
(a “Zero” Magnetic Field Level) to 100 μT on the Production 

of Reactive Oxygen Species in Nonactivated Neutrophils
 V.V. Novikov, E.V. Yablokova, I.A. Shaev, and E.E. Fesenko

Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

It was shown that after 40-min exposition of peritoneal neutrophils to a hypomagnetic field (at 0.01 μT, re-
sidual magnetic field) the f luorescence intensity of intracellular dichlorofluorescein significantly decreased
(by 25%). The effect of weak magnetic field persists while increasing static magnetic field up to 1 μT. This
effect disappears when the level of exposure increases further up to 2.5 μT and appears again in the range of
5 μT in a reduced form achieving a maximum effect at field amplitude of 7 μT. The equally pronounced and
inhibitory effect, the magnitude of which significantly decreases only at the amplitude of 30 μT, is observed
when the intensity of static magnetic field increases gradually (9.0, 15.0, 19.5 μT).  Then, when static mag-
netic field is 45 μT in magnitude, the values of the fluorescence intensity of the products of oxidation of 2,7-
dichlorodihydrofluorescein do not really differ from a control. No effects of magnetic field in the range of
74 μT and 100 μT on the oxidation processes were observed either. 

Keywords:  hypomagnetic field, geomagnetic field, neutrophils, reactive oxygen species, fluorescence
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Изучено влияние температуры на кинетику гемолиза эритроцитов под действием трет-бутилгид-
ропероксида и динитрозильного комплекса железа с тиосульфатными лигандами. В качестве оцен-
ки скорости гемолиза использовали величину, обратную времени достижения 50% гемолиза. Это
позволило представить полученные экспериментальные данные в виде линейных графиков Арре-
ниуса. Тангенс угла наклона для трет-бутилгидропероксида был выше в 2.4 раза. Это означает, что
гемолиз эритроцитов под действием трет-бутилгидропероксида является более термочувствитель-
ным и, возможно, протекает по другому химическому механизму. Гемолизу эритроцитов под дей-
ствием трет-бутилгидропероксида предшествовало концентрационнозависимое нарастание уров-
ня тиобарбитурат-реактивных продуктов в мембранах эритроцитов, что указывало на активацию
пероксидного окисления липидов. Данный эффект не наблюдался в случае динитрозильных ком-
плексов железа с тиосульфатными лигандами. Это подтверждает различие в механизмах гемолити-
ческого действия трет-бутилгидропероксида и динитрозильных комплексов железа и согласуется
с результатами анализа температурных зависимостей скорости гемолиза по Аррениусу. 

Ключевые слова: эритроциты, химический гемолиз, уравнение Аррениуса. 
DOI: 10.31857/S0006302920030126

Как известно, в основе многих сложных явле-
ний в биологических системах лежат химические
реакции. В связи с этим теоретическое описание
зависимости скорости химической реакции от
температуры, предложенное в конце XIX века Ар-
рениусом, стало использоваться в биофизике для
анализа сложных процессов в биосистемах [1].

Образование в мембране эритроцита разрыва
или разрывов, достаточных по размеру для выхо-
да в окружающий раствор гемоглобина, называют
гемолизом эритроцита. Причиной гемолиза мо-
жет быть физическое, химическое или биогенное
воздействие на клетку. Предметом данного ис-
следования является химический гемолиз, кото-
рый мы рассматриваем как макроскопическое
следствие химических и биохимических процес-
сов, которые запускаются внешним химическим
эффектором.

Целью данной работы было исследовать влия-
ния температуры на скорость гемолиза в рамках
формализма Аррениуса и оценить возможности

данного подхода для анализа механизма гемо-
лиза. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение эритроцитарной массы. В качестве

источника крови были использованы мыши ли-
нии С 57 Bl/6f (возраст 3 месяца, масса 18—20 г),
полученные из питомника ИПХФ РАН. Забор
крови проводили от предварительно наркотизи-
рованной эфиром мыши посредством ее декапи-
тации. В качестве антикоагулянта использовали
0.11 М раствор цитрата натрия. Кровь собирали в
склянку, куда предварительно добавляли раствор
цитрата натрия, соблюдая соотношение цит-
рат/кровь – 1 : 5.

Кровь центрифугировали в течение 7 мин при
1500 g. Плазму декантировали. Осадок эритроци-
тов осторожно ресуспендировали в изотониче-
ском растворе NaCl (0,85% NaCl, 5 мМ Na-фос-
фатного буфера, pH 7.4). Центрифугирование
повторяли троекратно. После каждого центрифу-
гирования супернатант декантировали, осадок
эритроцитов ресуспендировали в новой порции
изотонического раствора NaCl. Эритроцитарную

Сокращения: ТБК – тиобарбитуровая кислота, t-BuOOH –
трет-бутилгидропероксид, ТНКЖ – динитрозильный
комплекс железа с тиосульфатными лигандами.

УДК 57.03
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массу, полученную после последнего центрифу-
гирования, хранили в холодильнике при 4°C не
более 36 ч.

Гемолиз эритроцитов. В гемолитических экспе-
риментах использовали 0,2% (по объему) суспен-
зию эритроцитов в изотоническом растворе
NaCl. Эксперимент проводили при 37°С при не-
прерывном слабом помешивании. За ходом гемо-
лиза эритроцитов следили по изменению оптиче-
ской плотности суспензии при длине волны
700 нм. Указанная длина волны лежит за предела-
ми основной области электронного поглощения
гемоглобина, в связи с чем ослабление светового
потока практически полностью связано с рассея-
нием света на эритроцитах. Высокий уровень раз-
бавления суспензии позволяет радикально
уменьшить влияние эффекта многократного
внутреннего отражения света на эритроцитах.
Это позволяет получать зависимость степени ге-
молиза от оптической плотности суспензии в
удовлетворительном линейном приближении [2,
3]. Степень гемолиза суспензии определяли из

соотношения:  где D0 и D – оптиче-

ские плотности контрольного и опытного образ-
ца соответственно, DН2О – оптическая плотность
образца в условиях полного лизиса всех эритро-
цитов дистиллированной водой. Во всех экспери-
ментах оптическая плотность контрольного об-
разца (D0) составляла ~ 0.8, что соответствовало
содержанию клеток ~ 0.2% по объему. Экспери-
ментальные значения, характеризующие измене-
ние степени гемолиза во времени, аппроксими-
ровали в программе Origin сигмоидальной функ-
цией Больцмана. В качестве количественной
характеристики активности эффектора гемолиза
использовали время достижения 50%-й степени
гемолиза t(γ50), которое определяли графически
(рис. 1). 

Анализ продуктов перекисного окисления липи-
дов. Пероксидное окисление липидов мембран
эритроцитов характеризовали по уровню образо-
вания ТБК-реактивных продуктов (продуктов,
реагирующих с тиобарбитуровой кислотой) по
методу, описанному в работе [4] с модификация-
ми. К 2 мл суспензии эритроцитов добавляли 1 мл
30%-го раствора трихлоруксусной кислоты. За-
тем центрифугировали при 6000 g в течение
15 мин. Отбирали по 2 мл супернатанта и перено-
сили в стеклянные пробирки объемом 20 мл. В
каждую пробирку добавляли по 0.5 мл раствора
0.8% ТБК в 0.05 М NaOH. Пробирки инкубирова-
ли 30 мин на кипящей водяной бане. После инку-
бации образцы охлаждали проточной водопро-
водной водой и определяли оптическое поглоще-
ние при длине волны 532 нм.

2

0

0 H O

,D D
D D

−γ =
−

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве гемолитических агентов использо-
вали известный инициатор пероксидного окис-
ления липидов мембран трет-бутилгидроперок-
сид (t-BuOOH) и биядерный динитрозильный
комплекс железа с тиосульфатными лигандами
(ТНКЖ), синтезированнный в ИПХФ РАН [5].
На рис. 1 показаны кинетические кривые гемоли-
за эритроцитов под действием t-BuOOH, полу-
ченные при трех различных температурах. Прове-
дение эксперимента при температурах ниже 32°С
оказалось невозможным из-за резкого увеличе-
ния периода индукции гемолиза до предела гемо-
литической устойчивости контрольного образца.
Стрелками показано графическое определение
величины t(γ50), которой мы характеризовали ге-
молитическую активность эффектора гемолиза.
На рис. 2 показаны кинетические кривые гемоли-
за эритроцитов под действием ТНКЖ. В этом
случае влияние температуры на кинетику гемоли-
за было менее выраженным, и эксперимент уда-
лось провести в более широком диапазоне темпе-
ратур. 

Для построения графиков Аррениуса было не-
обходимо оценить скорость гемолиза. Использу-
емая нами характеристика t(γ50) – это время в ми-
нутах от смешивания реагентов до достижения
50%-го гемолиза. Важно отметить, что этот про-
межуток времени включает, не только видимый
процесс гемолиза, но и предшествующий ему пе-
риод индукции. Таким образом, данная характе-
ристика может служить оценкой длительности
протекания химических процессов внутри
клетки, приводящих к гемолизу. Соответственно
обратная ей величина, 1/t(γ50), будет служить

Рис. 1. Кинетика гемолиза эритроцитов под дей-
ствием t-BuOOH. Содержание эритроцитов –
0.2 об. %; [t-BuOOH]0 = 10–4 M.
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оценкой скорости этих процессов и может быть
использована для построения графиков Аррениу-
са. На рис. 3 показаны графики Аррениуса для
t-BuOOH и ТНКЖ, построенные на основе дан-
ных, представленных на рис. 1 и 2. Как видно из
рис. 3, логарифмы характеристик 1/t(γ50) для
каждой из гемолитических кривых для t-BuOOH
и ТНКЖ линейно зависели от обратной абсолют-
ной температуры. Тот факт, что данные гемоли-
тических экспериментов удается представить в
указанных координатах, свидетельствует о том,
что гемолиз эритроцитов в обоих случаях имеет
химическую природу. При этом величина 1/t(γ50)
адекватно характеризует скорость предгемолити-
ческого процесса в каждом случае. 

Как известно, тангенс угла наклона графика
Аррениуса характеризует величину энергии акти-
вации изучаемой химической реакции. В нашем
случае эту характеристику можно с определенной
степенью условности назвать энергией актива-
ции гемолиза. При этом тангенс угла наклона для
t-BuOOH в 2.4 раза выше, чем для ТНКЖ (рис. 3).
Это означает, что гемолиз эритроцитов под дей-
ствием t-BuOOH является более термочувстви-
тельным и, вероятно, протекает по другому хими-
ческому механизму. 

Общеизвестным маркером пероксидного
окисления в мембране считается образование
ТБК-реактивных продуктов, главным из которых
является малоновый диальдегид. Анализ образо-
вания ТБК-реактивных продуктов в мембранах
эритроцитов под действием t-BuOOH и ТНКЖ
(рис. 4) показал характерное для t-BuOOH кон-
центрационнозависимое нарастание уровня
ТБК-реактивных продуктов. Это согласуется с
известными литературными данными, согласно
которым в основе гемолиза, инициируемого
t-BuOOH, лежит процесс пероксидного окисле-
ния липидов эритроцитарной мембраны, приво-
дящий к нарушению ее барьерных свойств [6, 7].
В то же время, как видно из рис. 4, в случае ТНКЖ
образование ТБК-реактивных продуктов в мем-
бране эритроцита не обнаружено. Это подтвер-
ждает различие в механизмах гемолитического
действия t-BuOOH и ТНКЖ, что согласуется с
предположением, высказанным выше на основе
анализа механизмов гемолиза по Аррениусу.

Исследования показали, что источником ге-
молитической активности сера-нитрозильных
комплексов железа, к классу которых относится

Рис. 2. Кинетика гемолиза эритроцитов под действи-
ем ТНКЖ. Содержание эритроцитов – 0.2 об. %;
[ТНКЖ]0 = 10–4 M.
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Рис. 3. Взаимосвязь между скоростью гемолиза и об-
ратной абсолютной температурой.
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Рис. 4. Образование ТБК-реактивных продуктов в
мембранах эритроцитов под действием t-BuOOH и
ТНКЖ. Содержание эритроцитов – 1.6 об. %; время
инкубации – 20 мин; t = 37°C. 
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ТНКЖ, является выделямый ими в среду оксид
азота, а непосредственным химическим индукто-
ром гемолиза выступает продукт биохимической
трансформации оксида азота – пероксинитрит
[8]. Предполагается, что гемолитическое дей-
ствие данной группы доноров NO реализуется че-
рез известный для пероксинитрита механизм
окисления сульфгидрильных групп в белках [9].
Среди потенциальных внутриклеточных мише-
ней пероксинитрита в эритроците обращает на
себя внимание сульфгидрильная группа цистеина
в активном центре Na+/K+-ATФазы, окислитель-
ная модификация которой под действием перок-
синитрита, приводящая к ингибированию фер-
мента, была ранее продемонстрирована in vitro
[10]. Последнее может приводить к нарушению
коллоидно-осмотического равновесия в эритро-
ците и, следовательно, к гемолизу. Как известно,
процессы, связанные с работой ферментов харак-
теризуются низкими энергиями активации в
сравнении с обычными химическими реакциями,
что согласуется с данными настоящей работы.

Таким образом, полученные результаты пока-
зывают эффективность предложенного нами
подхода к анализу механизма химического гемо-
лиза эритроцитов на основе анализа температур-
ных зависимостей с использованием уравнения
Аррениуса. 
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Arrhenius Equation in Analysis of the Mechanism of Erythrocyte Hemolysis 
 E.M. Sokolova and N.I. Neshev

Institute of Problems of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences,
prosp. Akademika Semenova 1, Chernogolovka, Moscow Region, 142432 Russia

The effect of temperature on the kinetics of erythrocyte hemolysis induced by tert-butyl hydroperoxide and
dinitrosyl iron complex with thiosulfate ligands was studied. The inverse of the time needed to achieve 50%
hemolysis was used as an estimate of the rate of hemolysis.  This has afforded us an opportunity to present the
obtained experimental data in the form of linear graphs of Arrhenius. The slope for tert-butyl hydroperoxide
was 2.4 times higher. This means that erythrocyte hemolysis induced by tert-butyl hydroperoxide is more
thermosensitive and, probably, proceeds through a different chemical mechanism. The hemolysis of red
blood cells induced by tert-butyl hydroperoxide was preceded by a concentration-dependent increase in the
level of thiobarbiturates-reactive products in the erythrocyte membranes, indicating the activation of lipid
peroxidation. This effect was not observed in the case of dinitrosyl iron complexes with thiosulfate ligands.
This confirms the difference in the mechanisms of hemolytic action of tert-butyl hydroperoxide and dini-
trosyl iron complexes and is consistent with the results of the analysis of the temperature dependences of the
rate of hemolysis according to the Arrhenius equation.

Keywords: erythrocytes, chemical hemolysis, Arrhenius equation 
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И СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ В ЯДЕРНЫХ ЭРИТРОЦИТАХ 

Scorpaena porcus (Linnaeus, 1758) В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ 
ГИПОКСИИ (in vitro)
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Изучено влияние гипоксии на ядерные эритроциты морского ерша (Scorpaena porcus) в условиях
in vitro. Глубокая гипоксия (концентрация кислорода менее 1 мг O2 л–1, норма – 7–8 мг O2 л–1) при-
водит к переходу части гемоглобина в ферри-форму (метгемоглобин). Максимальное увеличение
концентрации метгемоглобина составляет 32%. Накопление метгемоглобина в эритроцитах сопро-
вождается повышением активности каталазы, супероксиддисмутазы и снижением содержания ак-
тивных форм кислорода в цитоплазме клеток. Показано, что образование метгемоглобина не вызы-
вает повреждений цитоплазматических мембран эритроцитов. Процент лизиса клеток красной кро-
ви в дезоксигенированных суспензиях (менее 1,0 мг О2 л–1) количественно совпадает с
контрольными величинами. 

Ключевые слова: гипоксия, эксперименты in vitro, ядерные эритроциты, метгемоглобин, каталаза, су-
пероксиддисмутаза.
DOI: 10.31857/S0006302920030138

Эритроциты – узкоспециализированные клет-
ки, адаптированные к транспорту газов, прежде
всего кислорода. Основу их сухого остатка со-
ставляет гемоглобин (Hb). В норме процесс деок-
сигенации оксигемоглобина (HbO2) сопровожда-
ется отрывом кислорода с сохранением железа
в геме в двухвалентном состоянии (ферро-форма)
[1]:

(Fe2+)HbO2 → (Fe2+)Hb + O2.

Однако в ряде случаев это сопровождается об-
разованием супероксиданиона (∙О2

–) и приводит
к окислению железа – гем переходит в ферри-со-
стояние [1]. Это соединение именуется метгемо-
глобином (MtHb) и кислород не связывает. Чаще
всего это связано с процессом автоокисления ге-

моглобина или следствием токсической нагрузки
(нитрит, анилин, нитробензол и др.) [1]. Процесс
автоокисления протекает медленно и в основном
затрагивает дезокси-форму гемоглобина, что
приводит к образованию супероксиданиона. В
нем можно выделить следующие этапы [2]:

(Fe2+ )HbO2 → (Fe2+)Hb + O2,

(Fe2+)Hb + X → (Fe2+)HbX,

(Fe2+)HbX + O2 → (Fe2+)HbX + ∙О2
–,

где Х – нуклеофил (соединение, образующее связь с
Hb по донорно-акцепторному механизму).

Окислению гемоглобина препятствует анти-
оксидантный молекулярный комплекс эритро-
цита – глутатион, аскорбиновая кислота, токофе-
рол [3]. Однако скорость реакции MtHb с этими
соединениями незначительна. Существует спе-
цифический ферментативный механизм восста-
новления MtHb. Ключевая роль в нем принадле-
жит NADH-диафоразе, которая переносит элек-

Сокращения: Hb – гемоглобин, HbO2 – оксигемоглобин,
MtHb – метгемоглобин, NADH – никотинамидаденинди-
нуклеотид (восстановленный), CAT – каталаза, SOD – су-
пероксиддисмутаза, АФК – активные формы кислорода.

УДК 577.3
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трон с NADH на цитохром b5, а затем на MtHb [4]:

NADH + cytb5(Fe3+) → cytb5(Fe2+) + 
+ MtHb → cytb5(Fe3+) + Hb.

Это приводит практически к 100%-му восста-
новлению окисленного пигмента. В норме кон-
центрация его в крови человека не превышает 1%.

Ядерные эритроциты рыб имеют тот же, что и
эритроциты высших позвоночных, антиокси-
дантный комплекс [5, 6]. В них выявлена NADH-
диафораза [7, 8]. Активность некоторых фермен-
тов (пероксидазы, супероксиддисмутазы) и кон-
центрация восстановителей (глутатиона) превы-
шает таковую у человека [9, 10]. Вместе с тем
устойчивость респираторных пигментов рыб к
окислению существенно ниже. Уровень MtHb в
крови в норме может превышать 10% [11, 12]. 

Особый интерес представляют случаи спон-
танного роста MtHb без видимых случаев токси-
ческой метгемоглобинемии. К ним можно отне-
сти процессы адаптации рыб к условиям гипер-
термии (30–40°С) [2, 13] и гипоксии [14, 15]. В
случае с гипоксией эта реакция достаточно пара-
доксальна, так как она наблюдается при более
низком уровне окислительной нагрузки на клет-
ки красной крови. Она отмечена не только у рыб:
Colossoma macropomum [14], Megalobrama am-
blycephala [15], но и у высших позвоночных [16],
включая человека [17]. Показано, что частично
деоксигенированный гемоглобин легче подверга-
ется окислению и переходит в мет-форму [18].

Гипоксия вызывает у рыб также еще ряд неод-
нозначных реакций: рост активности каталазы
(CAT) и супероксиддисмутазы (SOD), что допус-
кает дисмутацию ∙О2

–. Это отмечается на уровне
различных соматических тканей, включая эрит-
роциты крови [19–21]. Поскольку большинство
гидробионтов лишь перманентно сталкиваются с
условиями внешней гипоксии, предложено рас-
сматривать факт роста активности CAT и SOD,
как подготовку к последующей реоксигенации
[20]. Можно также допустить наличие связи меж-
ду ростом содержания MtHb в крови и увеличени-
ем активности CAT и SOD, так как повышение
содержания ферри-формы в крови может сопро-
вождаться освобождением ∙О2

-.
Представленная выше информация получена

в основном в условиях in situ или экспериментов
in vivo. Это допускает изучение не только влияния
гипоксии, но и ряда других факторов, комбина-
цию которых иногда трудно учесть. В настоящей
работе мы исследуем влияние эксперименталь-
ной гипоксии в условиях in vitro – на клеточных
взвесях. При этом акцент делается на количе-
ственном учете уровня MtHb в крови, активности
CAT и SOD в эритроцитах, а также ряде функци-

ональных характеристик клеток красной крови
(проточная цитометрия).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материал. В работе использовали взрослых
особей морского ерша (Scorpaena porcus Linnaeus,
1758) в состоянии относительного физиологиче-
ского покоя (III–IV стадия зрелости гонад): дли-
на тела – 14–17 см, масса тела – 85–115 г. Рыбу от-
лавливали при помощи ставного невода и достав-
ляли в лабораторию в пластиковых баках
объемом 60 л с принудительной аэрацией. Транс-
портировка длилась не более трех часов. Концен-
трация кислорода в воде в момент отлова рыбы
составляла 7–8 мг л–1.

После отлова особей рассаживали в аквари-
умы с естественным протоком. В данных услови-
ях рыбу выдерживали в течение одной недели для
снятия состояния стресса, вызванного отловом и
транспортировкой. Особей кормили фаршем из
малоценных видов рыб. Суточный пищевой ра-
цион составлял 6–7% от массы тела. В работе ис-
пользовали только подвижные активно питаю-
щиеся экземпляры. Перед отбором проб крови
рыб анестезировали, применяя уретан, который
растворяли в воде аквариума [22]. Данное соеди-
нение оказывает мягкое действие на организм
рыб, не вызывая заметных изменений дыхатель-
ной и сердечной ритмики. 

Эксперименты in vitro. Кровь для проведения
экспериментов in vitro получали у особей скорпе-
ны из хвостовой артерии путем отсечения хвосто-
вого стебля. В качестве антикоагулянта применя-
ли гепарин (Richter, Венгрия). Концентрация ге-
моглобина в полученных образцах находилась в
пределах 54–61 г ⋅ л–1, а величина гематокрита из-
менялась в диапазоне 24–28%. Концентрацию ге-
моглобина определяли при помощи гемиглобин-
цианидного метода, используя стандартный на-
бор реактивов (ООО «Агат-мед», Россия).
Величину гематокрита определяли центрифуги-
рованием образцов крови (800 g, 15 мин) в специ-
альном гематокритном роторе (центрифуга
MPW-310, Польша). Применяли специальные ка-
пилляры, стенки которых предварительно были
обработаны гепарином.

Клетки осаждали центрифугированием (800 g,
15 мин, центрифуга CM-50, Elmi, Латвия). Плаз-
му и поверхностный слой клеток (фракция лей-
коцитов) удаляли. Эритроциты отмывали трижды
от плазмы в среде следующего состава: 128 мМ
NaCl, 3 мМ KC1, 1.5 мМ CaCl2, 1.5 мМ MgCl2,
15 мМ трис, 2.2 мМ D-глюкозы (рН 7.8) [23].

Полученную эритроцитарную массу ресуспен-
зировали в среде аналогичного состава, но с раз-
ной концентрацией кислорода. Исследовали диа-
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пазон 0–5 мг О2×л–1. Кислород из инкубацион-
ной среды удаляли при барботаже газообразным
азотом. Контроль за концентрацией кислорода
осуществляли при помощи оксиметра ELWRO N
5123 (Польша). Продолжительность инкубации
клеток составила 4 ч. В работе применяли вакуум-
ные пробирки VacuetteTM объемом 6.0 мл.

После проведения экспериментов эритроциты
осаждали центрифугированием (800 g, 15 мин,
центрифуга CM-50). Часть клеток использовали
для проточной цитометрии. Остальные лизиро-
вали охлажденным бидистиллятом с соответству-
ющей концентрацией кислорода. Соотношение
объемов воды и эритроцитарной массы подбира-
ли исходя из значений гематокрита. Концентра-
ция гемоглобина в гемолизатах составляла 45–
52 г ⋅ л–1. Гемолизаты использовали при спек-
тральном анализе и определении активности
СОД и КАТ. 

Спектральный анализ растворов гемоглобина.
Гемолизаты взвешивали в 0.35 М фосфатном бу-
фере, рН 7.3. Спектры полученных растворов ге-
моглобина снимали при помощи двухлучевого
спектрофотометра Lambda 35 (PerkinElmer,
США). Расчет относительного содержания окси-
(HbO2), дезокси- (Hb) и мет-форм (MtHb) гемо-
глобина проводили по следующим уравнениям
[24]:

[HbO2] = (1.013 A576 – 0.3269 A630 – 
– 0.7353 A560) ∙ 10–4,

[Hb] = (1.373 A560 – 0.747 A576 – 0.737 A630) ∙ 10–4,

[MtHb] = (2.985 A630 – 0.194 A576 – 0.4023 A560) ∙ 10–4.

Активности супероксиддисмутазы и каталазы.
Активность SOD (КФ 1.15.1.1) определяли по сте-
пени ингибирования восстановления нитросине-
го тетразолия в присутствии НАДН2 и феназин-
метасульфата. Активность CAT (КФ 1.11.1.6) из-
меряли по реакции Н2О2 с молибдатом аммония
и образованию желтоокрашенного комплекса.
Состав инкубационных сред и особенности лабо-
раторного регламента показаны ранее в работе
[25].

Проточная цитометрия. Эритроциты после
эксперимента ресуспензировали в инкубацион-
ной среде следующего состава: 128 мМ NaCl,
3 мМ KC1, 1.5 мМ CaCl2, 1,5 мМ MgCl2, 15 мМ
трис, 2.2 мМ D-глюкозы (рН 7.8) [23]. Плотность
клеток составляла 106 кл. ⋅ мл–1. Для оценки сум-
марного содержания в эритроцитах активных
форм кислорода (перекисей) использовали флуо-
рохром дихлорофлуоресцеин. Краситель раство-
ряли в диметилсульфоксиде и хранили при –
20°С. Финальная концентрация красителя в про-

бе составляла 1 мг ⋅ мл–1. Окрашивание суспен-
зии клеток проводили в течение 30 мин в темноте.

Для анализа смертности клеток суспензию
эритроцитов плотностью 106 кл.×мл–1 окраши-
вали двумя красителями: SYBR Green I (макси-
мум флуоресценции 533 нм) и йодид пропидия
(максимум флуоресценции 617 нм). SYBR Green I
является прижизненным ДНК-красителем, окра-
шивающим и живые и мертвые клетки; йодид
пропидия – маркер повреждений мембран кле-
ток. Финальная концентрация красителей в про-
бе составляла 10 мкг ⋅ мл–1 для SYBR Green I и
2 мкг ⋅ мл–1 для йодида пропидия. Окрашивание
проводили в течение 40 мин в темноте при ком-
натной температуре. 

Анализ флуоресценции проводили на проточ-
ном цитометре FC500 (Beckman Coulter, США).
Флуоресценцию дихлорофлуоресцеина и SYBR
Green I регистрировали в канале FL1 (зеленая об-
ласть спектра), йодида пропидия – в канале FL3
(красная область спектра). Анализ получаемых
данных вели в программе Flowing software 5.1.

Статистическая обработка. Статистическая об-
работка и графическое оформление полученных
результатов проведены с применением стандарт-
ного пакета Grapher (версия 7). Результаты пред-
ставлены в виде M ± SE. Достоверность различий
оценивали при помощи t-критерия Стьюдента. О
нормальности распределения судили по крите-
рию Пирсона.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Гемоглобин. Анализ спектров поглощения ге-

молизатов скорпены позволил оценить функцио-
нальное состояние гемоглобина данного вида при
различных кислородных режимах инкубацион-
ной среды. Понижение концентрации кислорода
с 7–8 до 2–3 мг ⋅ л–1 не вызывало заметных изме-
нений положения максимумов и величин экс-
тинкций относительно контрольных значений
(рис. 1а). При более низких концентрациях кис-
лорода (0.2–2.0 мг ⋅ л–1) отмечали заметное уве-
личение значений экстинкции при 560 и 630 нм,
что отражало рост содержания в растворе дезок-
си- и ферри-формы гемоглобина соответственно
(рис. 1б).

На основании представленных выше спектров
поглощения были рассчитаны величины содер-
жания MtHb в гемолизатах (рис. 2а). Как видно,
при понижении концентрации кислорода уро-
вень данного соединения относительно кон-
трольных значений равномерно повышался.
Максимальные значения были зарегистрированы
при концентрации О2 менее 1 мг ⋅ л–1. У отдель-
ных особей уровень ферри-формы повышался до
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32%. Ранжирование полученных значений на три
группы: более 2 мг О2 ⋅ л–1, 1–2 мг О2 ⋅ л–1 и менее
1 мг О2 ⋅ л–1, позволило рассчитать средние вели-
чины и провести статистическое сравнение меж-
ду ними (рис. 2б). Различия достигали 4–16 раз
(p < 0.01).

Антиоксидантный ферментный комплекс. Рост
содержания MtHb в условиях экстремально низ-
ких концентраций кислорода был сопряжен с
увеличением активности CAT и SOD (рис. 3). Ко-
эффициент детерминации (R2) между активно-
стью данных ферментов превышал 0.8 (рис. 4).
Это означает, что они работали в связке, т.е. в

эритроцитах усиливалась реакция дисмутации,
направленная на нейтрализацию •O2

−. 

Достаточно высокий уровень корреляции об-
наружен и между уровнем MtHb, с одной сторо-
ны, и активностью SOD и CAT – с другой (рис. 4).
В первом случае значения R2 составили 0.738, а во
втором – 0.967. Это свидетельствует о том, что
рост активности указанных ферментов в значи-
тельной степени был связан с продукцией  •O2

−,
который образуется при переходе гемоглобина в
ферри-форму. Эффективность этого процесса
можно оценить по содержанию активных форм
кислорода в эритроцитах и, прежде всего, уровню

Рис. 1. Спектры поглощения гемолизатов в зависимости от содержания кислорода: (а) – нормоксия и гипоксия до
2.5 мг О2 ⋅ л–1; (б) – нормоксия и гипоксия после 2.5 мг О2 ⋅ л–1.
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Рис. 2. Влияние гипоксии на концентрацию MtHb в гемолизатах: (а) – полигон распределения, (б) – после
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гидроперекиси в клетках. Для этих целей мы при-
меняли дихлорофлуоресцеин. Из рис. 5 следует,
что снижение концентрации кислорода в инкуба-
ционной среде не сопровождалось ростом Н2О2,
напротив, уровень данного соединения суще-
ственно понижался. 

Эритроциты. Оценку состояния эритроцитов
во взвесях проводили путем подсчета соотноше-
ния живых и мертвых клеток. Для этих целей при-
меняли двойное окрашивание суспензии флуоро-
хромами SYBR Green I и йодидом пропидия. Пер-
вый является прижизненным маркером ДНК
окрашивающим и живые и мертвые клетки, а вто-
рой только имеющие повреждение мембран. Ре-
зультаты представлены на рис. 6. Как видно, ги-
поксия не вызывала заметного снижения числа
живых клеток в суспензии. В условиях
нормоксии их доля составляла 94.0 ± 5.7%, а при

гипоксии (менее 1 мг ⋅ л–1) – 88.6 ± 4.5%. Разли-
чия не были статистически выражены.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Из представленных выше результатов следует
обратить внимание на следующие моменты:

– при концентрациях кислорода в инкубаци-
онной среде менее 1 мг ⋅ л–1 значительно повы-
шалась доля MtHb, что коррелировало с ростом
активности SOD и CAT и не сопровождалось уве-
личением уровня активных форм кислорода в
эритроцитах;

– при экстремальных формах гипоксии сохра-
нялась целостность цитоплазматических мем-
бран эритроцитов; соотношение живых и мерт-
вых клеток в суспензии оставалось на уровне кон-
трольных значений (нормоксия).

Рис. 3. Активность каталазы (а) и супероксиддисмутазы (б) в ядерных эритроцитах в условиях гипоксии.

(а) (б)

0 1 2 3      4      5      6

R2 = 0.802

Концентрация О , мг·л2
–1

А
к
ти

в
н

о
ст

ь
к
ат

ал
аз

ы
,

м
к
М

Н
О

,
м

и
н

·м
г

б
ел

к
а

2
2

–
1

–
1

R2 = 0.584

800

400

0

–400

6

4

2

0

–2

А
кт

и
вн

о
ст

ь
су

п
ер

о
кс

и
д
д
и

см
у
та

зы
,

м
к
М

,
м

и
н

·м
г

б
ел

к
а

H
A

D
H

2
–
1

–
1

0 1 2 3      4      5      6

Концентрация О , мг·л2
–1

Рис. 4. Корреляционные отношения для систем «SOD↔CAT» (а), «SOD↔MetHb» (б) и «CAT↔MetHb» (в). 

(а) (б)

R2 = 0.  308

А
кт

и
вн

о
ст

ь
су

п
ер

о
кс

и
д
д
и

см
у
та

зы
,

м
к
М

,
м

и
н

·м
г

б
ел

к
а

N
A

D
H

2
–
1

–
1

(в)

R2 = 0.738
R2 = 0.967

Активность каталазы,
мкМ Н О , мин ·мг белка2 2

–1 –1

А
к
ти

в
н

о
ст

ь
к
ат

ал
аз

ы
,

м
к
М

Н
О

,
м

и
н

·м
г

б
ел

к
а

2
2

–
1

–
1

Концентрация , %MtHbКонцентрация , %MtHb

А
кт

и
вн

о
ст

ь
су

п
ер

о
кс

и
д
д
и

см
у
та

зы
,

м
к
М

,
м

и
н

·м
г

б
ел

к
а

N
A

D
H

2
–
1

–
1

1200

1000

800

600

400

1200

1000

800

600

400

16

12

8

4

0

0       4       8      12 16 –10 0 10 20 30 40 –10 0 10 20 30 40



МЕТГЕМОГЛОБИН, АКТИВНОСТЬ КАТАЛАЗЫ И СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ 539

БИОФИЗИКА  том 65  № 3  2020

Рис. 5. Содержание активных форм кислорода в эритроцитах в условиях нормоксии и гипоксии по уровню гидропе-
рекисей (дихлорофлуоресцеина) в клетках: (а) – данные проточной цитометрии, (б) – полигон распределения.
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Метгемоглобин. Случаи перехода гемоглобина
в мет-форму в условиях гипоксии отмечены во
многих работах, выполненных на низших и выс-
ших позвоночных [14–17]. Реакция достаточно
парадоксальна, так как наблюдается при низком
уровне окислительной нагрузки. При этом отме-
чается, что деоксигенированный гемоглобин лег-
че подвергается окислению [2, 18]. Это обуслов-
лено тем, что в дезокс-форме гемоглобина ферро-
ион находится в высокоспиновом состоянии
(4 неспаренных электрона). Присоединение кис-
лорода переводит железо в низкоспиновое состо-
яние, в котором все электроны спарены. Отсюда

следует, что любые изменения, влекущие за со-
бой снижение низкоспинового состояния Fe2+ в
HbO2-комплексе, могут стать причиной отрыва
электрона от железа и приводить к его окисле-
нию. Роль акцептора электрона при этом может
выполнять молекула кислорода, что приводит к
образованию ∙О2

–. В условиях гипоксии доля дез-
окси-формы повышается, что должно усиливать
процессы автоокисления гемоглобина. При этом
в венозной крови достаточно свободного кисло-
рода, способного принять электроны от Fe2+, так
как диффузия его в ткани ограничивается ввиду

Рис. 6. Пример анализа на соотношение живых и мертвых клеток в суспензиях эритроцитов: (а) – в условиях
нормоксии (7.22 мг О2 ⋅ л–1), (б) – в условиях гипоксии (0.43 мг О2 ⋅ л–1). 
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низких концентрационных градиентов в системе
«кровь → ткани». 

Не следует исключать из внимания и тот факт,
что в условиях нормоксии в ядерных эритроцитах
рыб активно протекают аэробные процессы. Об
этом свидетельствует наличие в них митохондрий
[26, 27]. При дефиците же кислорода в клетках
красной крови должна повышаться роль реакций
гликолиза, которые могут иметь два следствия:
снижение величины внутриклеточной рН и воз-
никновение дефицита NADH. Это должно со-
провождаться снижением активности NADH-
диафоразы, которая выполняет роль специфиче-
ского переносчика электрона с NADH на цито-
хром b5, а затем на MtHb [4]. Действительно, при
гипоксии наблюдается существенное закисление
внутриклеточной среды эритроцита [28]. Это
должно ограничивать активность NADH-диафо-
разы и способствовать переходу гемоглобина в
окисленное состояние. Показано также, что зна-
чительное снижение рН ускоряет процесс авто-
окисления гемоглобина [29, 30].

Следует также рассмотреть вероятность утечки
электронов с дыхательных комплексов митохон-
дрий эритроцитов в условиях гипоксии. Это мо-
жет объясняться относительно невысоким срод-
ством цитохромоксидазы (комплекс IV) к кисло-
роду. При этом на предыдущих звеньях
дыхательной цепи электроны замедляют свой бег,
и их «утечка» на кислород усиливается, что долж-
но сопровождаться ростом содержания ∙О2

– в
клетке. Однако данный процесс не сопровожда-
ется переходом гемоглобина в мет-форму.

Переходу гемоглобина в окисленное состоя-
ние может способствовать также еще один доста-
точно масштабный процесс, который развивает-
ся в эритроцитах при адаптации рыб к условиям
гипоксии – свеллинг клеток красной крови. Он
описан во многих работах [2, 31–33]. Считается,
что данная реакция направлена на коррекцию
внутриклеточного рН и определяется работой
Na+/H+-антипорта [34]. Она контролируется ад-
реналином и норадреналином и реализуется че-
рез β-адренорецепторы клеток и cAMP [35–37].
Следует отметить, что свеллинг эритроцитов рыб
наблюдался и в изолированных взвесях клеток
[38]. Допускается, что данная реакция связана со
значительным снижением рН цитоплазмы и, как
следствие, ростом сродства внутренней стороны
мембраны клеток к Н+, что активирует Na+/H+-
антипорт.

Работа Na+/H+-антипорта в условиях гипо-
ксии предполагает вход в клетку Na+. Это должно
обеспечить оводнение цитоплазмы и рост ее ди-
электрической проницаемости. Последнее облег-
чает проникновение воды в гидрофобную по-
лость белков и гемоглобина в частности [39]. Вода

встраивается на уровне имидазольной группы ги-
стидина, вызывая окисление как окси-, так и дез-
окси-форм пигмента, что должно сопровождать-
ся освобождением ∙О2

–. Учитывая масштабность
данного процесса, можно допустить, что он явля-
ется основным в образовании мет-формы и ∙О2

–

при экстремальных формах гипоксии.
Вместе с тем необходимо отметить, что не во

всех работах отмечается рост содержания метге-
моглобина в крови при гипоксии [40, 41]. Это, ве-
роятно, связано с тем, что в них исследуются уме-
ренные формы гипоксии (более 2,5 мг×л–1). В
нашем случае эти концентрации кислорода также
не оказывали заметного влияния на функцио-
нальное состояние гемоглобина.

Антиоксидантный ферментный комплекс. В ра-
боте исследуются SOD и CAT в эритроцитах.
Соотношение их активности зависит от характера
окислительной нагрузки. Возможны три вари-
анта:

– увеличение активности CAT без роста актив-
ности SOD. Такое состояние отражает суще-
ственный рост содержания в клетке гидропереки-
сей;

– рост активности SOD без увеличения актив-
ности CAT. В этом случае можно говорить о про-
оксидантном эффекте, связанным с продукцией
∙О2

–;
– одновременный рост активности CAT и SOD

отражает процесс дисмутации ∙О2
–.

В нашем случае следует рассматривать третий
вариант. Активность обоих ферментов повыша-
лась и достигала максимальных значений при
концентрациях кислорода в инкубационной сре-
де менее 1 мг ⋅ л–1. Величина R2 для системы
«SOD ↔ CAT» превышала 0.8. Одновременно об-
наружена значимая связь между активностью
SOD и CAT, с одной стороны, и содержанием
мет-формы гемоглобина, с другой стороны (R2

более 0.7). Это означает, что в эритроцитах мор-
ского ерша в условиях гипоксии реализуется ре-
акция дисмутации супероксида, продукция кото-
рого с высокой долей вероятности определяется
переходом гемоглобина в ферри-форму. 

Об эффективности перехвата супероксида в
реакциях дисмутации можно судить по состоя-
нию эритроцитов. В условиях гипоксии уровень
активных форм кислорода (гидроперекисей) в
клетках красной крови не повышался. Интенсив-
ность флуоресценции дихлорофлуоресцеина, на-
против, была ниже контрольных значений. Дан-
ные по флуоресценции SYBR Green I и йодида
пропидия не позволяют говорить о росте фрак-
ции мертвых клеток в суспензии эритроцитов.
Это означает, что SOD и CAT полностью нейтра-
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лизовали образующийся •O2
−, то есть контроли-

руемая нами реакция находилась в пределах фи-
зиологической нормы.

Следует отметить, что рассмотренный выше
порядок процессов имеет определенные функци-
ональные следствия. Он позволяет проводить
процесс деоксигенации венозной крови, которая
содержит 40–60% связанного кислорода. Про-
цесс не требует снижения тканевого РО2

, что осо-
бенно актуально в условиях гипоксии. В наших
экспериментах рост содержания метгемоглобина
наблюдался при концентрации кислорода в инку-
бационной среде менее 2 мг ⋅ л–1. Этот процесс
становился еще более выраженным в концентра-
ционном диапазоне О2 0–1 мг ⋅ л–1, что соответ-
ствовало венозному насыщению кислорода. От-
сюда следует, что переход гемоглобина в ферри-
форму должен способствовать процессу деокси-
генации пигмента при низком напряжении кис-
лорода, что позволяет поддерживать окислитель-
ные процессы в тканях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, при концентрациях кислорода
в среде менее 1 мг О2 ⋅ л–1 часть гемоглобина пе-
реходит ферри-форму. Максимальный прирост
составляет 32%. Этот процесс не приводит к уве-
личению активных форм кислорода в клетке и
происходит на фоне роста активности SOD и
CAT. Увеличение содержания метгемоглобина в
эритроцитах не влияет на целостность цитоплаз-
матических мембран клеток. Случаи лизиса кле-
ток красной крови в инкубационной среде при
гипоксии (менее 1 мг О2 ⋅ л–1) количественно
совпадают с контрольными величинами (нор-
моксия – 7–8 мг О2 ⋅ л–1).
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Methemoglobin, Catalase-Like and Superoxide Dismutase-Like Activity in Erythrocytes 
of Scorpaena porcus (Linnaeus, 1758) under Experimental Hypoxia Conditions (in vitro)

 A.A. Soldatov*, **, A.Y. Andreeva*, ***, T.A. Kukhareva*, and T.I. Andreyenko*, **

*Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences,
prosp. Nakhimova 2, Sevastopol, 299011 Russia

**Sevastopol State University, Universitetskaya ul. 33, Sevastopol, 299053 Russia

***Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
prosp. Toreza 44, St. Petersburg, 194223 Russia

The influence of hypoxia on black scorpionfish (Scorpaena porcus) red blood cells has been studied. In deep
hypoxia (oxygen concentration less than 1 mg O2 L–1, oxygen level in normal range is 7–8 mg O2 L–1) oxygen
transport is impaired and the iron moiety of unoxygenated hemoglobin is in the ferric state  (methemoglo-
bin). Maximum methhemoglobin level is 32%. The accumulation of methemoglobin in red blood cells is ac-
companied with an increase in catalase-like and superoxide dismutase-like activity and the reduction of re-
active oxygen species in the cytoplasm. It has been shown that the formation of methemoglobin within red
cells is not associated with damage to the cytoplasmic membrane of red blood cells. The percentage of lysis
of red blood cells in deoxygenated suspensions (less than 1.0 mg O2 L–1) quantitatively coincides with control
values.

Keywords: hypoxia, in vitro experiments, red blood cells, methemoglobin, catalase, superoxide dismutase
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Известно, что системная инъекция крысам метилнитрозомочевины вызывала гибель фоторецепто-
ров в сетчатке и последующую дифференцировку клеток глии Мюллера в фоторецептор-подобные
клетки. Однако пролиферативная способность клеток глии Мюллера у крыс очень ограничена и со-
провождается экспрессией гистона γН2АХ и белка р21, которые, как известно, являются компонен-
тами клеточного ответа на повреждение ДНК («DNA damage response»). Это ограничение препят-
ствует заместительной терапии сетчатки с помощью клеточной трансплантации. С другой стороны,
механизм наблюдаемого ограничения пролиферации клеток глии Мюллера в сетчатке млекопита-
ющих пока не известен. Мы исследовали пролиферативный ответ клеток Мюллера, поврежден-
ность ДНК в них в пострепликативный период, а также экспрессию белка р53 в ответ на ретиноток-
сическое воздействие метилнитрозомочевины. Показали, что метилнитрозомочевина вызывала де-
генерацию сетчатки у мышей, которая выражалась в апоптотической гибели фоторецепторов. При
этом остальные клеточные слои сетчатки сохраняли интактную морфологию. Тем не менее во всех
клетках сетчатки через 5 ч после инъекции метилнитрозомочевины наблюдалось формирование
разрывов и щелочелабильных сайтов в ДНК, которые практически полностью удалялись спустя 15 ч
после инъекции метилнитрозомочевины. Однако к 72 ч в клетках глии Мюллера наблюдали досто-
верное увеличение разрывов ДНК. Отсутствие в последующее время включения бромдезоксиури-
дина в клетки сетчатки говорит об отсутствии пролиферации клеток глии Мюллера и репаративного
синтеза ДНК. Вместе с тем в сетчатке наблюдалось увеличение экспрессии белка р53 – универсаль-
ного маркера повреждений в ДНК. Полученные результаты подтверждают концепцию «DNA dam-
age response» в отношении клеток глии Мюллера, которая связывает повреждения ДНК в клетках
глии Мюллера с ограниченной пролиферацией этих клеток у мышей. Пострепликативная репара-
ция рассматривается как вероятный механизм формирования разрывов ДНК в пострепликативных
клетках глии Мюллера. 

Ключевые слова: сетчатка, клетки Мюллера, фоторецепторы, апоптоз, разрывы ДНК, репарация
ДНК, р53, метилнитрозомочевина.
DOI: 10.31857/S000630292003014X

К нейродегенеративным заболеваниям сетчат-
ки относятся пигментный ретинит, возрастная
макулярная дегенерация сетчатки, глаукома и
диабетическая ретинопатия.В основе этих забо-
леваний лежит необратимая утрата ретинальных
клеток. Одна из стратегий терапии этих заболева-
ний базируется на стимуляции эндогенных ство-
ловых клеток в глии, способных восполнять пато-
логическую утрату клеток сетчатки [1]. Глия в
сетчатке состоит на 90% из глиальных клеток

Мюллера (ГКМ), которые в ответ на поврежде-
ние сетчатки подвергаются глиозу, включающему
в себя дедифференцировку, пролиферацию и в
конечном счете дифференцировку ГКМ в рети-
нальные фоторецепторы и нейроны [2]. Процесс
регенерации сетчатки присутствует в некоторых
видах позвоночных (рыбы, амфибии, птицы). 

Важнейшими источниками повреждения сет-
чатки являются наследственная предрасполо-
женность к дегенерации из-за мутаций в специ-
фических генах, естественная агрессивность
окружающей среды (оксигенация, световое и ра-
диационное воздействия, химическая токсич-

Сокращения: ГКМ – глиальные клетки Мюллера, BrdU –
бромдезоксиуридин, МНМ – метилнитрозомочевина,
PBS – натрий-фосфатный буфер.

УДК 577.3
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ность), радиационная и химиотерапия при онко-
логических заболеваниях. В последнее время
обращается внимание на окуло- и ретинотоксич-
ность химиотерапии опухолей, поскольку боль-
шинство применяемых при этом препаратов
обнаруживают ретинотоксичность in vitro, a ис-
пользуемые в химиотерапии интерферон и алки-
лирующие соединения проявляют ретинотокси-
ческое действие в экспериментах на животных [3,
4]. В частности, метилнитрозомочевина широко
используется в животных моделях для исследова-
ния дегенерации и восстановления сетчатки [5].

Хотя во многих работах наблюдали глиоз кле-
ток Мюллера в сетчатке грызунов, существует
устойчивое представление о том, что у млекопи-
тающих регенеративная способность сетчатки
крайне ограничена: только небольшая часть
потомства делящихся ГКМ у млекопитающих
выживает, сохраняет способность к делению и
дифференцировке [6]; основная же часть ГКМ
дифференцируется в фибробласты и формирует
глиальный шрам [7, 8]. С одной стороны, это
ограничение препятствует заместительной тера-
пии сетчатки с помощью клеточной транспланта-
ции. С другой стороны, механизм наблюдаемого
ограничения пролиферации ГКМ в сетчатке пока
не известен. Таким образом, понимание молеку-
лярных событий в ГКМ после повреждения сет-
чатки может наметить путь к усилению регенера-
тивной способности сетчатки у млекопитающих.
В данной работе предпринята попытка опреде-
лить повреждение ДНК в ГКМ сетчатки у мышей
в связи с возможной причастностью этих повре-
ждений к ограничению пролиферации ГКМ и ре-
генерации сетчатки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные и инъекции метилнитрозомочевины и

бромдезоксиуридина. Исследования проводили на
половозрелых мышах-гибридах F1CBAxC57Bl6
(♀), в возрасте 2.5 мес. Животные содержались в
стандартных лабораторных условиях (22 ± 2°С,
относительная влажность воздуха 60 ± 10 % и 12-
часовой световой период), имели неограничен-
ный доступ к воде и коммерческому питанию.
Методический подход для исследования глиаль-
ных клеток Мюллера у мышей базировался на мо-
дели, в которой острая дегенерация сетчатки у
мышей индуцируется системной (однократной,
внутрибрюшинной) инъекцией ретинотоксиче-
ского агента [6]. В ответ на дегенерацию сетчатки
активируется пролиферация ГКМ, которую фик-
сировали по включению в ядра ГКМ пролифера-
тивного маркера бромдезоксиуридина (BrdU, Sig-
ma, США). В качестве ретинотоксического агента
использовали метилнитрозомочевину (МНМ,
Sigma), которую хранили в кристаллическом виде
при –60°C. МНМ растворяли в стерильном на-

трий-фосфатном буфере (PBS) непосредственно
перед опытом в концентрации ~0.1 M и вводили
мышам однократно внутрибрюшинно в объеме,
не превышающем 0.4 мл. Контрольным живот-
ным вводили равный объем PBS. Спустя сутки
после инъекции МНМ животным три-шесть раз
внутрибрюшинно вводили BrdU в виде раствора в
стерильном PBS (10 мг/мл), доза 60–70 мг/кг на
инъекцию. Ретинотоксический эффект оценива-
ли спустя 72–110 ч после инъекции препаратов. 

Получение суспензии клеток сетчатки. Спустя
5 ч после последней BrdU-инъекции животных
усыпляли в парах хлороформа и извлекали глаза и
сетчатку. Сетчатку диспергировали в объеме 0.2–
0.4 мл PBS, дважды центрифугировали по 5 мин
при 400 g. Конечный осадок суспендировали в
фетальной сыворотке быка, содержащей 10% ди-
метилсульфоксида. Аликвоты суспензии хранили
при −70°С. 

Метод ДНК-комет: иммобилизация клеток в
агарозе, лизис, электрофорез и визуализация кле-
ток. Размороженную суспензию клеток центри-
фугировали (400 g, 5 мин). Осадок суспендирова-
ли в растворе легкоплавкой агарозы (тип IV, Sig-
ma, США) в PBS. Из суспензии готовили слайд на
предметном стекле по стандартной процедуре ме-
тода комет [9]. Лизис в щелочи, электрофорез,
последующие нейтрализацию и фиксацию про-
водили согласно процедуре, детально описанной
нами ранее [10]. Пролиферирующие ГКМ прояв-
ляли с помощью первичных анти-BrdU антител
(10 мкг в 60 мкл PBS/слайд; Abcam, США) и вто-
ричных антител (1 мкг/100 мкл/слайд), ассоции-
рованных с Alexa 594 (Abcam, США). Фоновое
окрашивание, проявляющее все ДНК-содержа-
щие клетки в слайде проводили красителем
SYBR-Green I. ГКМ визуализировали в режиме
красной флуроесценции Alexa 594. Клетки/ коме-
ты визуализировали в режиме зеленой флуорес-
ценции красителяSYBR-Green I. Сканирование
слайда проводили на микроскопе AxioImager Z2m
(Carl Zeiss, Германия), снабженном камерой Ax-
ioCam MRc5 (Carl Zeiss, Германия). Сканировали
весь слайд (18×18 мм) или его репрезентативную
часть с шагом 350 мкм, соответствующим размеру
прямоугольника, вписанного в круглое поле об-
зора микроскопа при увеличении 400×. Сканиро-
вание осуществляли попеременно в синей и в зе-
леной области возбуждения флуоресценции.
Первое сканирование давало изображение клеток
(комет), флуоресцирующих в области зеленой
флуоресценции SYBRGreen I (все клетки сетчат-
ки, содержащие ДНК). Второе сканирование да-
вало изображение только BrdU-позитивных
красных клеток/комет. Изображения накаплива-
ли в памяти компьютера. Подсчет числа клеток
проводили с помощью программы ImageJ 1.48v.
Повреждение ДНК определяли из анализа ДНК-
комет с помощью программы CASP 1.2.2 и оцени-
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вали по моменту хвоста комет (mt) [11]. Получен-
ные данные представляли в виде распределения
комет по 5 классам, каждому из которых соответ-
ствовал свой интервал значений mt (рис. 1). Срав-
нение экспериментальных распределений прово-
дили, используя непараметрическую статистику
Колмогорова–Смирнова, считая различия досто-
верными при Р < 0.05.

Приготовление тканевых срезов. Тканевые сре-
зы сетчатки толщиной 8–12 мкм готовили из глаз,
фиксированных в параформальдегиде (4%-й рас-
твор в PBS, 8°C, 24 ч), сразу после извлечения.
Последующие процедуры спиртовой отмывки,
впаивание в парафиновые блоки и приготовле-
ние срезов были стандартные и описаны нами ра-
нее [12]. Срезы на предметном стекле окрашива-
ли красителем SYBR Green I и анализировали
микроскопически во флуоресцентном режиме.
Для морфометрического измерения слоев сетчат-
ки использовали окулярную линейку.

Оценка апоптоза в ткани методом TUNEL. Для
регистрации гибели клеток в микроскопических
срезах сетчатки на предметном стекле использо-
вали набор The TACS® 2 TdT Fluorescein kit (Ser.
Nu. 4812-30-K, Trevigen, США) [13] и рекомендо-
ванную методику к нему. Визуализацию прово-
дили на микроскопе ЛОМО МИКМЕД-2 (АО
«ЛОМО», Россия) в флуоресцентном режиме, с
набором фильтров для регистрации флуоресцен-
ции красителя FITC.

Детекция апоптотической фрагментации ДНК.
Для детекции апоптотической фрагментации
ДНК использовали суспензию клеток после стан-
дартной процедуры экстракции из них ДНК и ее
электрофоретического разделения в агарозном
геле [14]. Электрофорез в 1,5%-м агарозном геле
проводили при напряжении 2В/см под визуаль-
ным контролем формирования лесенки нукле-
осом в геле.

Иммуногистохимия. Иммуногистохимическое
исследование тканевых срезов после их депара-
финизации, фиксации и пермеабилизации про-
водили в соответствии со стандартным протоко-
лом к набору The TACS® 2 TdT Fluorescein kit
(Trevigen, США) [13]. Для этого использовали мо-

ноклональные антитела к белку р53 (Abcam,
США) и к BrdU (Abcam, США). Все вторичные
антитела были конъюгированы с флуоресцент-
ными красителями Alexa594 или FITC. Слайды
подвергали флуоресцентной микроскопии. Ко-
личественно оценивали либо число флуоресци-
рующих клеток на единичную площадь среза, ли-
бо суммарную интенсивность флуоресценции
единичной площади среза, которую сравнивали с
контролем.

Статистическая обработка результатов исследо-
вания. Все эксперименты проводили в трех неза-
висимых повторах; представлены средние значе-
ния из них ± sd; сравнение экспериментальных
распределений параметров осуществляли с помо-
щью непараметрической статистики Колмогоро-
ва–Смирнова, считая различия достоверными
при Р < 0.05. Все статистические расчеты прове-
дены с помощью программного обеспечения
OriginPro 8.1. (OriginLab Corp., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Метилнитрозомочевина индуцирует апоптоз фо-

торецепторов в сетчатке у мышей. МНМ-индуци-
рованная дегенерация сетчатки затрагивает в ос-
новном слой фоторецепторов, в то время как
остальные слои сетчатки остаются интактными.
Это видно из рис. 2а. Гибель фоторецепторов со-
провождается межнуклеосомной деградацией
хроматина (рис. 2в), что характерно для апопто-
тической гибели. Как следует из рис. 2б, макси-
мум гибели приходится на 72 ч после воздей-
ствия. Последующее снижение частоты апоптоза
связано с фагоцитозом поврежденных клеток в
ткани. 

Повреждения, индуцированные метилнитрозо-
мочевиной, и репарация ДНК в клетках сетчатки у
мышей. Известно, что МНМ является ДНК-троп-
ным агентом, вызывающим повреждение ДНК в
виде метилирования оснований, вслед за кото-
рым в клетке активируется механизм репара-
ции.Хотя МНМ сама по себе не вызывает разры-
вов, образование многих метильных аддуктов и
процесс их репарации протекает с образованием
временных апурин-апиримидиновых сайтов и

Рис. 1. Классы ДНК-комет, получаемых из клеток сетчатки мышей, и соответствующие им диапазоны поврежденно-
сти: С0 – отсутствие повреждений, С1 – низкий уровень повреждений, С2 – средний уровень повреждений, С3 – вы-
сокий уровень повреждений, С4 – апоптотическая клетка.

С0 С1 С2 С3 С4

0 < < 3              3 < < 10                    10 < < 20                      20 < < 40 > 40mt mt mt mt mt
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разрывов цепей ДНК, которые детектируются
методом щелочных комет. Рис. 3 отражает дина-
мику этих процессов в виде гистограмм распреде-
ления клеток по поврежденности (рис. 3а) и в ви-

де средних значений mt из этих гистограмм
(рис. 3б). Из рисунков видно, что повреждения
охватывают практически всю популяцию клеток
в сетчатке (гисторамма на 5 ч), но к 15 ч значи-

Рис. 2. Апоптоз в сетчатке у мышей, вызванный действием МНМ в дозе 60 мг/кг. (а) – TUNEL-детекция апоптоза
фоторецепторов в срезах сетчатки спустя 72 ч после инъекции; 1 – слой сегментов фоторецепторов, 2 – ядерный слой
фоторецепторов, 3 – внутренний ядерный слой сетчатки; стрелки на микрофотографии указывают на FITC-
позитивные апоптотические клетки. (б) – Динамика числа апоптотических FITC-фокусов в фоторецепторном слое
сетчатки у мышей после инъекции МНМ; * – р < 0.01 по сравнению с контролем (0 ч). (в) – МНМ-индуцированная
межнуклеосомная деградация хроматина в фоторецепторах сетчатки через трое и четверо суток спустя после
инъекции.
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Рис. 3. Повреждение ДНК в клетках сетчатки у мышей после инъекции МНМ в дозе 70 мг/кг и последующей
инкубации in vivo: (а) – гистограммы распределения клеток по повреждению ДНК в процессе инкубации; (б) –
средние значения поврежденности ДНК ± sd в разное время инкубации; разница с контролем (0 ч): * – р < 0.01, ** –
р < 0.05.
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тельная часть их репарирует. Однако спустя 72 ч
наблюдается вторая волна деградации ДНК, ско-
рее всего связанная с гибелью фоторецепторов.

Пролиферация клеток Мюллера в сетчатке в от-
вет на действие метилнитрозомочевины. Радиаль-
ное расположение глии Мюллера в сетчатке обес-
печивает контакт ГКМ со всеми слоями сетчатки,
что позволяет им реагировать на любой вид и ло-
кализацию повреждений. В ответ на инъекцию
МНМ наблюдается активация пролиферации
ГКМ в сетчатке, которую мы регистрировали по
включению в ДНК пролиферативного маркера
BrdU. На микрофотографиях срезов сетчатки
(рис. 4а) представлены BrdU-позитивные ядра
клеток глии Мюллера, которые располагаются в
основном в наружном и внутреннем ядерном сло-
ях сетчатки. МНМ активирует не только проли-
ферацию, но и миграцию ядер клеток в направле-
нии к фоторецепторам. Поэтому основная масса
BrdU-фокусов располагается в коридоре, ограни-
ченном двумя линиями на рис. 4а. Результат
оценки их количества в зависимости от дозы
МНМ показан на рис. 4б. Оценку проводили спу-
стя 72 и 108 ч после инъекции агента. Максималь-
ная стимуляция пролиферации наблюдается на
72 ч и далее остается постоянной до 108 ч. Коли-
чество пролиферирующих клеток в сетчатке у
мышей составляет в среднем 1% и не превышает
2% от общей клеточности сетчатки.

Повреждение ДНК в клетках Мюллера в сетчат-
ке. Поврежденность ДНК в BrdU-позитивных

клетках глии Мюллера оценивали спустя 72 ч по-
сле системной инъекции МНМ в дозе 70 мг/кг. К
этому времени завершается один цикл пролифе-
рации ГКМ. Как видно из рис. 5, профили гисто-
грамм и средние значения mt для них различаются
(достоверность различия между ними р < 0.05).
Это различие проиллюстрировано микрофото-
графиями комет, соответствующих средним зна-
чениям mt этих распределений. Хотя ~45% всех
клеток интактной сетчатки к этому времени со-
держат в разной степени поврежденную ДНК (ле-
вая гистограмма), доля аналогично поврежден-
ных ГКМ после инъекции МНМ составляет 85%
(правая гистограмма). С учетом щелочных усло-
вий определения повреждений ДНК в клетках
этими повреждениями оказываются одно- и
двухнитевые разрывы, а также апурин-апирими-
диновые сайты.

Экспрессия р53 в сетчатке после воздействия
метилнитрозомочевины. Известно, что универ-
сальным маркером клеточного ответа на повре-
ждение ДНК является белок р53. Также он при-
нимает участие в регуляции клеточного цикла.
Поэтому мы оценили его экспрессию в тканевых
срезах сетчатки мышей до и после инъекции
МНМ. На микросрезах сетчатки р53 проявляли с
помощью моноклональных антител, конъюгиро-
ванных с FITC. Измерения FITC-флуоресцен-
ции, приведенной к единичной площади микро-
среза, проводили с помощью программы ImageJ
1.48v. Результат представлен в виде микрофото-
графий типичных срезов сетчатки и рассчитан-

Рис. 4. Пролиферация ГКМ в ответ на однократное введение мышам МНМ в различных дозах: (а) –
микрофотографии срезов интактной сетчатки и спустя 72 ч после инъекции МНМ в дозе 70 мг/кг; (б) – число BrdU-
позитивных клеток в срезах на 100 клеток в сетчатке спустя 72 ч (темные столбики) и 108 ч (светлый столбик) после
инъекции МНМ. Достоверность различий с контролем: * – р = 0.05, ** – р < 0.01.
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Рис. 5. Поврежденность ДНК в клетках сетчатки (а) и в клетках Мюллера (б), обработанных МНМ и после цикла
пролиферации; микрофотографии представляют кометы клеток с поврежденностью, соответствующей средним
показателям гистограмм для сетчатки (mt ± sd = 9 ± 14, окраска Sybr Green I) и для ГКМ (mt ± sd = 23 ± 15, окраска
Alexa594). Различия гистограмм и средних значений mt достоверны, р < 0.05.
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Рис. 6. Экспрессия р53 в ядерных слоях сетчатки у мышей в ответ на воздействие МНМ, 60 мг/кг, 24 ч после инъекции.
На микрофотографии видны белые одиночные и скопления р53-позитивных клеток. Достоверность различия средних
± sd: p < 0.05.
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ной из них гистограммы на рис. 6. В интактной
сетчатке обнаруживается фоновый уровень р53 в
фоторецепторах и в нейронах, который резко воз-
растает после повреждающего воздействия МНМ
в дозе 60 мг/кг, что отражает гистограмма на
рис. 7.

ОБСУЖДЕНИЕ

Ретинотоксичность метилнитрозомочевины.
Для исследования глиальных клеток Мюллера у
мышей мы использовали экспериментальную
модель, в которой острая дегенерация сетчатки у
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животных индуцируется системной инъекцией
ретинотоксического агента [6]. В качестве тако-
вого была выбрана метилнитрозомочевина.
МНМ индуцирует в ДНК три типа модификаций
оснований – N3meA, N7meG и O6meG[15], но
пока неизвестно обладают ли они ретинотоксиче-
ским действием сами по себе. В последнее время
обсуждается роль репаративных механизмов в
цитотоксическом эффекте МНМ [16]. Первые
две модификации составляют в сумме 90% и яв-
ляются субстратом для алкиладенин-ДНК-гли-
козилазы, фермента, инициирующего эксцизи-
онную репарацию оснований [17]. Алкиладенин-
ДНК-гликозилаза гидролизует N-гликозидную
связь между алкилированым основанием и рибо-
зофосфатным остовом ДНК, оставляя апурин-
апиримидиновый сайт. Сайт является субстратом
для апурин-апиримидиновой эндонуклеазы 1,
которая формирует разрыв одной цепи ДНК с 3'-
OH- и 5'-dRP-концами. ДНК-полимераза β уда-
ляет 5'-dRP-конец и на его место присоединяет
один нуклеотид. Завершает процесс ДНК-лигаза I
или III. Интермедиатами процесса, как видно,
являются цитотоксичные апурин-апиримидино-
вые сайты и однонитевые разрывы, которые в
случае несбалансированности этапов эксцизион-
ной репарации оснований накапливаются в клет-
ке и приводят ее к гибели. Дисбаланс этапов та-
кой репарации неизбежен при нарастании дозы

МНМ. Дисбалансу способствует также то, что са-
мая многочисленная модификация N7meG тор-
мозит работу полимеразы β [18]. Как следует из
наших результатов, критический уровень повре-
ждений в сетчатке у мышей достигается при дозе
МНМ ≥ 60 мг/кг. При этих дозах МНМ резко воз-
растает накопление разрывов ДНК в клетках сет-
чатки. При дозе МНМ 70 мг/кг достигается мак-
симум апоптоза фоторецепторов (рис. 2) и проли-
ферации ГКМ (рис. 4). Все это указывают на
причастность к ретинотоксичности МНМ фер-
ментов репарации [14]. 

Последняя МНМ-модификация оснований
O6meG составляет 10% и репарируется деметили-
рующим ферментом MGMT, но, будучи нерепа-
рированной, образует неканоническую пару с ти-
мином, которая в результате активности коррек-
ционной (пострепликативной) репарации
переходит в летальный двунитевой разрыв ДНК
[19]. Важным посредником ретинотоксического
действия МНМ может быть поли(АДФ-рибоза)-
полимераза 1 [20]. Будучи участником репарации,
эта полимераза связывается с разрывом со сторо-
ны 5'-dRP-конца и присоединяет к ближайшему
гистону разветвленный полимер поли(АДФ-ри-
бозу), синтезируемый из ATP и NAD+. Это ослаб-
ляет связь гистонов с ДНК и вызывает диссоциа-
цию или миграцию нуклеосом по ДНК, открывая
доступ к повреждению для репаративного ком-

Рис. 7. Предполагаемая цепь событий при действии МНМ на сетчатку. 
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плекса [21]. Поли(АДФ-рибозной) модификации
подвергаются многие ферменты и структурные
белки, что делает функционирование поли(АДФ-
рибозо)-полимеразы 1 в клетке в высокой степе-
ни энергозатратным, приводящим клетку к гибе-
ли [22]. Это справедливо как для пролиферирую-
щих, так и для покоящихся клеток, в особенности
для фоторецепторов сетчатки, поскольку из-за
высокой оксигенации и метаболической актив-
ности эти клетки имеют крайне низкий энергети-
ческий резерв и, как видно из рис. 2, первыми
подвергаются гибели при стрессе сетчатки [23,14].

Разрывы ДНК в глиальных клетках Мюллера и
р53 ограничивают пролиферацию глиальных клеток
Мюллера в сетчатке. Отсутствие увеличения чис-
лаBrdU-позитивных клеток в сетчатке после 72 ч
(рис. 4) подтверждает вывод о блоке дальнейшей
пролиферации ГКМ в сетчатке у мышей, вызван-
ном имеющимися в ДНК разрывами. Но по-
скольку до этого времени клетки пролифериро-
вали, то мы полагаем, что эти разрывы прояви-
лись в пострепликативный период. Их появление
можно связать с механизмом пострепликативной
репарации. Субстратом для нее служат некор-
ректные пары оснований, возникшие либо как
случайные ошибки ДНК-полимеразы при синте-
зе на интактной матрице, либо при репликации
матрицы, содержащей модифицированные осно-
вания. Принимая во внимание высокий уровень
оксигенации сетчатки, можно ожидать и высокий
уровень окси-модифицированных оснований в
материнской цепи реплицирующейся ДНК гли-
альных клеток, что мы наблюдали ранее [24].
Особенностью пострепликативной репарации
является то, что она оперирует только с дочерней,
вновь-синтезированной цепочкой ДНК (поэтому
такую репарацию часто называют постреплика-
тивной коррекцией). Итак, возникшие в матрице
и прошедшие через цикл репликации поврежде-
ния сохраняются в клетке в пострепликативный
период. Но поскольку этим аддуктам в клетке от-
сутствуют комплементарные основания, то экс-
цизионная активность пострепликативной репа-
рации на дочерней цепи ДНК становится абор-
тивной и формирует долгоживущий или
двунитевой разрыв, которые блокируют репли-
кацию.

В ответ на возникшие повреждения ДНК в
клетках глии возрастает экспрессия белка р53,
который сигнализирует о снижении пролифера-
ции. Например, глия Мюллера в сетчатке у мы-
шей с фенотипом (trp53+/+) обнаруживала мень-
шую пролиферативную активность в модели
NMDA-индуцированной дегенерации сетчатки, чем
глия у нокаутных мышей с фенотипом trp53-/- [25].
В работе  на модели МНМ-индуцированной деге-
нерации сетчатки у крыс также наблюдали экс-
прессию р53 в сетчатке. Кроме того, регистрируе-
мая пролиферация ГКМ сопровождалась фосфо-

рилированием гистона Н2АХ и экспрессией
белка р21. Р53 – универсальный маркер повре-
ждений ДНК, ответственный за G1-блок цикла
клетки с поврежденной ДНК; фосфорилирован-
ный гистон Н2АХ (γ-Н2АХ ) – маркер двуните-
вых разрывов ДНК, связанных с апоптотической
компактизацией хроматина, а p21 – ингибитор
циклинкиназ, осуществляющих переход G1→S в
клеточном цикле. Как видно, эти три белка явля-
ются компонентами клеточного ответа на повре-
ждение ДНК (DNA damage response), который
блокирует пролиферацию. С концепцией «DNA
damage response» [27] в ГКМ согласуется обнару-
женный нами факт наличия повреждений ДНК в
пострепликативных клетках Мюллера и увели-
ченная экспрессия р53 в сетчатке. 

Таким образом, подытоживая результаты ра-
боты, на рис. 7 мы представляем предполагаемую
последовательность событий в сетчатке мышей
после ретинотоксического воздействия МНМ,
которая завершается блоком пролиферации гли-
альных клеток Мюллера.
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in Response to the Influence of N-Methyl-N-Nitrosourea 

 V.A. Tronov* and E.I. Nekrasova**

*Semenov Institute of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

**Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

A systemic administration of N-methyl-N-nitrosourea in rats resulted in the death of the retinal photorecep-
tors followed by differentiation of retinal Müller glia cells into the photoreceptor-like cells [27]. However, the
mammalian Müller glia cells display an extremely limited proliferative capacity which correlates with expres-
sion of histone H2AX and p21 protein. These proteins are known to be the components of cellular response
to DNA damage [26].  The restriction of the human Muller glia cells proliferation prevents the retinal replace-
ment therapy by cell transplantation. On the other hand, the mechanism that limits the proliferation of
Müller glia in the mammalian retina is yet to be elucidated. We examined the Müller glial proliferative re-
sponse, DNA damage response in Müller glia in  a postreplicative stage as well as expression of p21 protein in
response to the influence of retinotoxic N-methyl-N-nitrosourea. It was shown that N-methyl-N-nitrosourea
induced retinal degeneration in mice  via apoptotic death of photoreceptors while the other retinal layers re-
mained intact. At the same time, the formation of DNA breaks and alkali-labile sites was observed in all ret-
inal cells 5 h after N-methyl-N-nitrosourea injection; complete disappearance of these formations occured
15 h after N-methyl-N-nitrosourea injection. By 72 hour, there was a significant rise in DNA breaks in Müller
glia. The absence of bromodeoxyuridine incorporation during subsequent time in the retinal cells indicates
that there is no Müller glia cell proliferation and reparative synthesis of DNA. At the same time, an increase
in the expression of p53 protein, a universal marker to determine  DNA damage response was observed. Thus,
our findings support the concept of “DNA damage response” with regards to Müller glia that there is a link
between DNA damage in Müller glia cell and   limited proliferation of these cells in mice. Postreplicative re-
pair  is considered a probable mechanism of the formation of DNA breaks in postreplicative Müller glia cells.

Keywords: retina, Muller cells, photoreceptors, apoptosis, DNA strand breaks, DNA repair, p53, methylnitro-
sourea
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Проблема криоконсервации икры рыб и земноводных на сегодняшний день не решена. При глубо-
ком замораживании яйцеклеток рыб основным повреждающим фактором является образование
кристаллов льда внутри и вне клеток, а также разрастание этих кристаллов (рекристаллизация, пе-
рекристаллизация). Для предотвращения таких повреждений требуется разработка эффективных
криопротекторных сред. Присутствие в криозащитной среде дополнительных компонентов, сни-
жающих термомеханические напряжения и растрескивание замороженной среды, может увеличить
выживаемость ооцитов после процедуры замораживания-оттаивания. Представляется возможным
использовать в качестве таких добавок естественные компоненты икры и овариальной жидкости.
Целью исследований явилось изучение процесса формирования микрочастиц льда в тонком слое
(0.2 мм) овариальной жидкости и компонентов гомогената икры русского осетра при их охлажде-
нии до температуры жидкого азота (–196°C). При постепенном понижении температуры наблюда-
ли процесс замерзания, растрескивания льда и формирование микрочастиц. Форма и размер мик-
рочастиц зависели от состава замораживаемого раствора. Сделано предположение что некоторые
фракции гомогената икры могут быть использованы как компоненты криозащитной среды. 

Ключевые слова: замораживание, растрескивание льда, микрочастицы, икра осетра. 
DOI: 10.31857/S0006302920030151

Резкое сокращение популяций рыб как по-
верхностных континентальных вод, так и миро-
вого океана требует принятия срочных мер для
сохранения генетического материала с использо-
ванием методов криоконсервации. Технология
криоконсервации спермы рыб в значительной
степени отработана. Проблемой является крио-
консервация ооцитов, которые сложно обратимо
заморозить из-за крупного размера клеток, высо-
кого содержания желтка и низкой проницаемо-
сти мембран для криозащитных соединений [1].
Необходим поиск новых подходов к созданию
сред для консервации ооцитов. Один из таких
возможных подходов – использование криоза-
щитных сред с низким содержанием воды (на-
пример, растительного жира), чтобы уменьшить
повреждения, вызываемые внеклеточными кри-
сталлами льда.

Вода и водные растворы при замораживании в
зависимости от условий охлаждения (скорости
охлаждения, объемной доли воды, формы и раз-

меров объекта и т.д.) могут переходить в аморф-
ное, полностью кристаллизованное и частично
кристаллизованное состояние (т.е. образовывать
аморфно-кристаллическую структуру). Зависи-
мость температуры замерзания водного раствора
от концентрации растворенных веществ опреде-
ляется криоскопической константой 1.86°С/М
[2]. В процессе кристаллизации воды концентра-
ция растворенных веществ в незамерзшей части
раствора увеличивается. Процесс формирования
кристаллов льда и увеличение концентрации рас-
твора продолжается по мере охлаждения вплоть
до тех пор, пока незамерзший раствор не достига-
ет пороговой степени вязкости, в результате чего
образуется аморфный (витрифицированный) лед
[3]. Формирование льда при градуально повыша-
ющейся концентрации растворенных веществ в
охлаждаемой жидкости образует неоднородную
среду. Из–за разных коэффициентов температур-
ного расширения/сжатия кристаллов льда и
витрифицированных областей замороженного
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раствора возникают термомеханические напря-
жения и растрескивание в замороженной среде
[4–7]. 

Пpи отноcительно малыx напpяженияx на-
блюдаютcя дефоpмации, пpопоpциональные ве-
личине этиx напpяжений. Когда термомеханиче-
ские напряжения cтановятcя чpезмеpными,
возникает растрескивание замороженного мате-
риала. Фоpмиpование pаcтpеcкиваний завиcит
от физичеcкиx cвойcтв замоpаживаемого ма-
теpиала – элаcтичноcти и жеcткоcти [8]. 

Кpиcталлы льда в замеpзшей cpеде xаpак-
теpизуютcя выcокой жеcткоcтью, а амоpфный
лед, обpазовавшийcя из выcококонцентpиpован-
ныx pаcтвоpов, – значительной элаcтичноcтью.
Увеличение элаcтичноcти матеpиала ведет к по-
нижению темпеpатуpы, пpи котоpой начинаетcя
pаcтpеcкивание и cоответcтвенно фоpмиpование
микpочаcтиц льда [9]. 

Являясь крупными клетками (0.7–7.0 мм),
ооциты рыб могут получать значительные повре-
ждения как за счет внеклеточного и внутрикле-
точного формирования кристаллов льда [10], так
и за счет растрескивания замороженной среды и
формирования микрочастиц льда. Один из спо-
собов снизить повреждения при растрескивании
криозащитной среды – повысить эластичность
замороженного криозащитного раствора. Для
этого используют добавки в криозащитную среду
яичного желтка [11], липосом [12–15], водорас-
творимых высокомолекулярных органических
соединений [14–17], растительных жиров [18].
Представляется возможным использовать в каче-
стве таких добавок также естественные компо-
ненты икры и овариальной жидкости рыб.

В данной работе с целью поиска перспектив-
ных криозащитных сред для консервации ооци-
тов нами изучены особенности замерзания ова-
риальной жидкости и отдельных фракций гомо-
гената икры русского осетра, а также
растительного жира при охлаждении до темпера-
туры –196°C. 

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследований служили: ова-

риальная жидкость русского осетра, три различ-
ные фракции гомогената неоплодотворенных яй-
цеклеток русского осетра и растительное масло
«Кубаночка» (подсолнечное нерафинированное
вымороженное холодного отжима, производи-
тель ООО «Гранд-Стар», Краснодар, Россия).

Для разделения внутреннего содержимого яй-
цеклеток икру подсушивали на фильтровальной
бумаге от овариальной жидкости, а затем расти-
рали в ступке. Получившийся гомогенат центри-
фугировали в течение 40 мин на центрифуге
ЦЛН-2 (Россия) при 7000 об/мин, что соответ-

ствует 4500 g. В результате оболочки икры оседа-
ли. Остальное содержимое икры распределялось
на три слоя. В процессе центрифугирования мо-
лекулы со схожей массой группируются друг с
другом (фракционируются): наиболее тяжелые
оседают на дне и стенках сосуда; наиболее легкие
собираются на поверхности. Сахара, органиче-
ские кислоты и соли остаются в растворе. По на-
шей оценке верхний слой состоял преимуще-
ственно из содержимого жировых вакуолей, сред-
ний слой был образован цитозолем, а нижний
слой – содержимым желточных вакуолей. Каж-
дый слой изучали отдельно.

Для регистрации изменения температуры об-
разца (термограммы), температуры замерзания и
формирования микрочастиц в процессе охлажде-
ния смонтировали установку [19], состоящую из
микроскопа, пенопластового бокса, камеры Фук-
са–Розенталя, электронного термометра, видео-
камеры (рис. 1). 

Образцы (10 мкл) вносили в кварцевую камеру
Фукса–Розенталя, которую помещали в пено-
пластовый бокс. Камеру охлаждали до –196°С
сначала парами азота, а затем жидким азотом, ре-
гулируя подачу жидкого азота в бокс. Температу-
ру измеряли с помощью электронного термомет-
ра АТТ-2004 с медь-константановой термопарой.
Скорость охлаждения составила около 10°С/мин.
Видеорегистрацию процесса замерзания осу-
ществляли при помощи видеокамеры (Alpha A57,
Sony, Япония), установленной на микроскопе
«Биолам» (ЛОМО, Россия)), объектив – 4×10,
окуляр – ×7. Фоторегистрацию микрочастиц про-
водили при температуре жидкого азота.

При постепенном охлаждении образцов на-
блюдали изменения состояния и фиксировали
температуры фазовых переходов на протяжении
всего процесса. После охлаждения до температу-
ры жидкого азота –196°С фотографировали мик-
рочастицы, сформированные в ходе растрескива-
ния замороженного материала (рис. 2). 

Эксперименты были проведены в трех повтор-
ностях по каждому из пяти образцов. Cтатиcти-
чеcкую обpаботку пpоводили c помощью
пpогpаммы SigmaPlot 12. Pезультаты были
пpедcтавлены в виде cpеднеаpифметичеcкого ±
± cтандаpтная ошибка cpеднего аpифметичеcко-
го (М ± m).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Кристаллизация растительного масла. При

охлаждении жидкого растительного масла не на-
блюдали процессов образования микрочастиц
вплоть до –80 ± 7°С (n = 3). При охлаждении до –
196°С проба с растительным маслом изменилась
дважды – при температуре ниже 0°С регистриро-
вали застывание; при температуре –80 ± 7°С
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ПОНОМАРЕВА и др.

(n = 3) – формирование микрочастиц. Микроча-
стицы имели продолговатую форму с округлыми
краями. (рис. 2а) и не меняли своих форм и раз-

меров в процессе охлаждения до –196°С. Воз-
можная причина формирования микрочастиц –
неоднородность состава жирных кислот в расти-

Рис. 1. (а) – Блок-схема установки для замораживания образцов: 1 – объектив микроскопа, 2 – видеоокуляр микро-
скопа, 3 – видеокамера Sony Alpha A57, 4 – электронный термометр, 5 – камера Фукса–Розенталя, 6 – пенопластовый
бокс, 7 – регулируемая система подачи охлажденного и жидкого азота. (б) – Типичная температурная кривая процесса
охлаждения образца (дистиллированой воды).
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Рис. 2. Микрочастицы льда в замороженных образцах: (а) – растительный жир, (б) – средний слой отцентрифугиро-
ванного гомогената икры русского осетра, (в) – верхний слой отцентрифугированного гомогената икры, (г) – овари-
альная жидкость самки русского осетра, (д) – нижний слой отцентрифугированного гомогената икры. Фотографии
сделаны при –196°C.
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тельном жире [20]. Даже небольшая разница в
температурах замерзания отдельных компонен-
тов формирует неоднородную замороженную
среду, что при низких температурах приводит к
образованию округлых микрочастиц.

Кристаллизация овариальной жидкости. Овари-
альная жидкость, имеющая вид прозрачной или
полупрозрачной вязкой жидкости, по структур-
но-механическим свойствам является коллоид-
ным раствором (сложным гидрозолем) белковых
веществ с незначительными примесями неорга-
нических соединений [13]. В наших эксперимен-
тах овариальная жидкость замерзала при –5 ± 1°С
(n = 3), незначительно или совсем не отличаясь
по этому параметру от очищенной воды. При тем-
пературе –70 ± 6°С (n = 3) регистрировали начало
растрескивания массива льда. Окончательно
сформированные микрочастицы при –196°С
имели неоднородные формы и размеры (рис. 2б).

Кристаллизация трех фракций гомогената ооци-
тов. Замерзание пробы верхнего слоя, по нашей
оценке состоящего из жировых вакуолей, реги-
стрировали при –20 ± 4°С (n = 3). Растрескивание
наблюдали при температуре ниже –105 ± 7°С
(n = 3). Микрочастицы, сформированные в ре-
зультате растрескивания, имели различные фор-
мы, в том числе округлые, без острых краев
(рис. 2в). Похожие по форме микрочастицы льда
были получены при замораживании растворов
криопротекторов – диметилсульфоксида, форма-
мида, диметилформамида, этиленгликоля, гли-
церина [9]. 

Средний слой гомогената ооцитов застыл при
–5 ± 1°С (n = 3), растрескивание и начало форми-
рования микрочастиц регистрировали при
‒70 ± 8°С (n = 3). В отличие от верхнего слоя
микрочастицы льда при –196°С имели прямо-
угольную форму (рис. 2г). 

Фазовый переход при охлаждении третьего,
нижнего слоя гомогената ооцитов, регистрирова-
ли при –2 ± 1°С (n = 3), растрескивание пробы –
при –65 ± 5°С (n = 3). Микрочастицы льда при –
196°С имели прямоугольную форму (рис. 2д).

Из всех изученных компонентов только верх-
ний слой отцентрфугированного гомогената яй-
цеклеток осетра, формировал лед, обладающий
повышенной эластичностью. На это указывают
низкая температура начала растрескивания мас-
сива льда (–105 ± 7°С (n = 3)) и образование
округлых микрочастиц. Вероятно, элаcтичноcть
замоpоженной cpеды значительно повышалаcь,
вcледcтвие присутствия в пробе компонентов жи-
ровых вакуолей и за счет этого увеличения доли
амоpфного (наиболее элаcтичного) льда в общем
объеме замоpоженной cpеды. Подобные структу-
ры, как ранее было показано нами, образует за-
мороженный раствор таурина [19], одного из воз-

можных добавочных компонентов криозащит-
ных растворов.

Второй и третий слой гомогената ооцитов в за-
мороженном состоянии обладали сходными тер-
момеханическими свойствами и формировали
регулярную структуру из микрочастиц льда. 

Овариальная жидкость, очевидно, за счет бо-
лее высокого содержания воды образовывала не-
однородные структуры. Наблюдаемая картина
кристаллизации в целом соответствовала картине
кристаллизации очищенной воды. Вероятно,
белковые компоненты овариальной жидкости
практически не повлияли на термомеханические
свойства льда при охлаждении до сверхнизких
температур. 

Растительные масла (жиры) – продукты рас-
тительного происхождения, содержащие в основ-
ном триглицериды жирных кислот [20]. Расти-
тельный жир из-за низкого содержания воды не
претерпевал значительных растрескиваний, при
охлаждении формируя округлые микрочастицы
из замороженных жирных кислот. 

Основываясь на полученных данных, с точки
зрения поиска новых эффективных сред для кон-
сервации ооцитов, переспективным представля-
ется использование в качестве добавок в криоза-
щитную среду верхнего самого легкого компо-
нента гомогената ооцитов осетра. Данная
фракция, по нашим предположениям, состоит
преимущественно из содержимого жировых ва-
куолей икры. По своим свойствам она сходна с
водными растворами, в составе которых присут-
ствуют водорастворимые липиды или липосомы,
для которых показан криозащитный эффект [14,
15]. Присутствие этой фракции в растворе снижа-
ло температуру начала растрескивания и обеспе-
чивало морфологическую картину кристаллиза-
ции, сходную с картинами, наблюдаемыми при
замораживании растворов известных криопро-
текторов. 
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Formation of Ice Microparticles in Ovarian Fluid and Homogenate of Unfertilized Eggs 
of Russian Sturgeon during Cooling to –196C

 E.N. Ponomareva*, A.V. Firsova*, A.M. Tikhomirov**, and A.A. Andreev***

*Southern Scientific Center,  Russian Academy of Sciences, prosp. Chekhova 41, Rostov-on-Don, 344006 Russia

**Astrakhan State Technical University, ul. Tatishcheva 16, Astrakhan, 414056 Russia

***Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region,142290 Russia

There are a variety of approaches to increasing  cryopreservation efficiency of fish and amphibian eggs, al-
though some hurdles still remain to be overcome. During deep freezing of fish eggs, the main detrimental fac-
tor is the formation of ice crystals inside and outside the cells, as well as the growth of these crystals (recrys-
tallization, repeated recrystallization). To avoid  injury from freezing, there is a need for the development of
effective cryoprotective  media. The presence of additional components in the cryoprotective media that re-
duce thermomechanical stresses and cracks of the frozen tissues might increase survival of oocytes after freez-
ing-thawing. It is probable that natural components of caviar and ovarian fluid may act as  such additives. The
aim of the research was to study the process of the formation of ice microparticles in a thin layer (0.2 mm) of
ovarian liquid and components of the homogenate of Russian sturgeon caviar when they were cooled to the
temperature of liquid nitrogen (-196°C). With a gradual decrease in temperature, the processes of freezing,
cracking of ice and the formation of microparticles were observed. The shape and size of the microparticles
depended on the composition of the frozen solution. Therefore, we assume that some fraction of the homog-
enate of caviar can be used as a component of cryoprotective medium.

Keywords: freezing, cracking ice, microparticles, sturgeon eggs 
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Морские ежи и их родственники таксономически сгруппированы в класс Echinoidea (тип Echino-
dermata). Эхиноидьт демонстрируют значительные различия в своих фенотипах пятиугольной сим-
метричной формы тела, от сфероидальных панцирей (скелетов) у морских ежей до дискоидных пан-
цирей у плоских щитовидных ежей. Многие исследователи размышляли о морфологических эволю-
ционных переходах между этими фенотипами, но не достигли консенсуса. Авторы разработали и
выполнили эксперимент, в котором морские ежи росли в условиях пространственных ограничений
в вертикальном измерении, физически ограничив их рост в высоту. Особи в этой группе стали более
плоскими по сравнению с особями в контрольной группе по истечении восьми недель. Эти резуль-
таты можно рассматривать как результат фенотипической адаптации, недооцененного феномена,
который может стать первым шагом в эволюции нового фенотипа. Авторы представляют предвари-
тельные предположения, касающиеся фенотипически адаптированных изменений в форме и мор-
фологических эволюционных отношений между иглокожими. Демонстрируя правдоподобный
инициирующий механизм в морфологическом переходе, авторы надеются внести вклад в теорети-
ческие дискуссии о фенотипической эволюции, подчеркивая роль, которую физические факторы
играют в изменении сложных биологических систем. 

Ключевые слова: развитие; эволюция; морфология; фенотипическая пластичность.

DOI: 10.31857/S0006302920030163

Класс Echinoidea (тип иглокожих − Echinoder-
mata) содержит морских ежей («правильные» эхи-
ноиды), плоских щитовидных ежей, «песчаных
долларов», морских плоских ежей (Clypeasteroida)
и их родственников (Cassiduloida), а также серд-
цевидных ежей (Spatangoida) и их родственников
(Holasteroida, Disasteroida). В этих группах пред-
ставлен спектр фенотипов пентарадиальной фор-
мы тела. Две группы могут рассматриваться как
типичные крайности в этом фенотипическом
спектре: «правильные» морские ежи, характери-
зуемые сфероидальными панцирями (скелета-
ми), и «неправильные» - «песчаные доллары»,
характеризуемые дискоидными панцирями,
морские плоские ежи, характеризуемые эллипсо-
идными панцирями, и сердцевидные ежи, харак-
теризующиеся кардиоидными панцирями в ка-
честве промежуточных продуктов. Однако от-
сутствуют общепринятые морфологические
эволюционные переходы между разновидностя-
ми панциря (т. е. размерами и формами), которые
можно было бы предположить на основе совре-

менной филогенетической систематики, Недав-
ний филогенетический систематический анализ
[1] может быть истолкован как предположение,
что сфероидные панцири в наследственной груп-
пе превратились в дискоидные, а также в эллип-
соидные и кардиоидные панцири в линиях, веду-
щих к «песчаному доллару», морским плоским и
сердцевидным ежам.

Морские ежи традиционно считаются «мо-
дельными организмами» для проведения иссле-
дований в области биологии развития (например,
работы [2–6]). Также можно считать, что морские
ежи стали модельными организмами для прове-
дения исследований в области эволюционной
биологии развития («evo-devo» research) (напри-
мер, работы [7–10]). Сильная междисциплинар-
ная взаимосвязь между эволюционной биологией
и биологией развития и способность панцирей
морского ежа на структурную гибкость (описан-
ную ниже) делает морских ежей идеальными ор-
ганизмами для изучения морфологических эво-
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люционных переходов, особенно трансформа-
ций, связанных с изменениями размера и формы.

Панцири морского ежа – это эндоскелеты,
каждый из которых находится между нижележа-
щей внутренней целомической подкладкой и вы-
шележащим внешним эпидермисом [11]. Каждый
панцирь состоит из трех компонентов (снизу
вверх в направлении подачи субстрата, рис. 1):
перистома, содержащая щечные (ротовые) пла-
стинки и иногда первичные амбулакральные пла-
стинки [11, 12], которые окружают рот, или ари-
стотелев фонарь; корона, содержащая амбула-
кральные и интерамбулакральные пластинки;
апикальная система, состоящая из глазных и ге-
нитальных пластинок (и перипрокт у правильных
и ранних неправильных эхиноидов [12]).

Пластины панциря содержат связанный с бел-
ком магнезиальный кальцит и сшиваются друг с
другом коллагеновыми волокнами на балках, на-
зываемых трабекулами [13, 14]. Индивидуальный
рост скелета включает пять интегрированных
процессов: возникновение промежутков между
пластинами, когда волокна коллагена разрыхля-
ются; добавление новых пластин в апикальную
систему; нарастание нового скелетного материа-
ла на периферии пластин; взаимодействия, про-
исходящие на границах пластин; рост внутренних
органов, влияющий на стенку тела [15]. Эти ске-
летогенетические процессы происходят в «зонах
роста», двухсторонних амбулакральных балках,
по обеим сторонам которых находится интерам-
булакральная балка [16–19]. Коллагеновые во-
локна растягиваются во время активного роста,
позволяя возникать промежуткам между пласти-
нами; новые пластины добавляются рядом с глаз-
ными пластинами; это приводит к тому, что более
старьте пластины в зоне роста оказываются бли-
же к перистоме [20]; новый скелетный материал
накапливается вокруг старых пластин периферии
и размер панциря увеличивается [13, 14, 20, 21].

Рост панциря происходит естественным обра-
зом в течение активных сезонов, быстро в течение
нескольких недель после кормления, а затем бо-
лее медленно и скачкообразно [22]; у экспери-
ментально питаемых морских ежей рост панциря
выражен более четко [23]. Не кормящиеся мор-
ские ежи характеризуются жесткими панцирями;
не кормленые в ходе экспериментов морские ежи
характеризуются панцирями, которые со време-
нем сжимаются из-за сокращения волокон кол-
лагена [14, 24]. Этот прерывистый рост в сочета-
нии с основным пятиступенчатым скелетогене-
зом можно сравнить с линькой [22]. На рост
морских ежей влияют различные условные фак-
торы, связанные с питанием [25] и условиями
окружающей среды [26], как и при линьке у дру-
гих животных.

Классическая неодарвинистская эволюция
происходит, когда выгодные модификации воз-
никают из-за генетических мутаций (т.е. когда
мутантные аллели кодируют новые фенотипы) и
впоследствии выбираются положительной селек-
цией. Фенотипическая пластичность – явление,
при котором отдельные характеристики изменя-
ются в ответ на факторы окружающей среды, –
может возникнуть при таких сценариях, когда са-
ма изменчивость (кодируемая генотипически и
выраженная фенотипически) была выбрана по-
ложительно. Наоборот, явления, известные как
фенотипическая и генотипическая аккомодация,
имеют другую, обратную последовательность.
Фенотипы, которые находятся в пределах потен-
циально реализуемого морфологического диапа-
зона, возникают в ответ на индукторы окружаю-
щей среды; это фенотипическая адаптация (мута-
ция, как другой возможный индуцирующий
фактор, здесь не рассматривается как таковая
[27]). Генотипы, участвующие в экспрессии этих
фенотипов (и, следовательно, сами фенотипы),
могут становиться фиксированными в течение
продолжительных периодов времени и несколь-
ких поколений; если индуктор окружающей сре-
ды непрерывно передает свои эффекты в течение
этих периодов времени, то изменение генотипа
(и, следовательно, изменение фенотипа) в конеч-
ном итоге уменьшается, особенно если «затраты»
будут понесены особями, сохраняющими фено-
типическую гибкость; это генотипическая адап-
тация (то, что согласованные ответы эквивалент-
но могут быть исключены, здесь не рассматрива-
ется [27]). Таким образом, фенотипическая
аккомодация, сопровождаемая генотипической
аккомодацией, включает первоначальное изме-
нение частоты фенотипа (а не генотипа), которое
зависит от повторного воздействия индуцирую-
щего фактора окружающей среды, подлежащего
отбору. Следовательно, фенотипическая адапта-

Рис. 1. Панцирь морского ежа в боковой перспективе,
показывающий три компонента (снизу вверх) –
перистому, корону и апикальную систему, и две
измеренные переменные – высоту и диаметр.
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ция может ускорять быструю морфологическую
эволюцию.

Учитывая возможность инициирования рез-
кой морфологической эволюции, фенотипиче-
ская адаптация должна быть тщательно изучена.
Однако исследования фенотипической адапта-
ции, особенно документированные случаи, были
редкостью, отчасти потому, что соответствующие
механизмы часто включают физические факто-
ры, от которых большинство биологов обычно
уклоняются. Это вызывает сожаление, поскольку
физические факторы играют важную роль в изме-
нении сложных биологических систем [28], и по-
нимание этих ролей, особенно с помощью доку-
ментированных случаев, будет способствовать
теоретическим дискуссиям о фенотипической
эволюции. Тем не менее некоторые случаи и мо-
менты были описаны.

Фенотипическая адаптация может вызывать
изменения в развитии популяции. Например,
пятнистые гиены (Crocuta crocuta) характеризуют-
ся наличием ребристых черепов в зрелом воз-
расте; несовершеннолетние же особи не имеют
гребней. Формирование гребня объясняется си-
лами, создаваемыми во время развития мощными
мышцами, охватывающими кости челюсти, когда
особи постоянно жуют жесткое мясо и кости от
своей добычи [27]. В неволе популяции особей,
выращенных на мягкой диете, не генерируют ни-
каких сил, и, следовательно, взрослые животные
в неволе не имеют гребней черепа, как их моло-
дые коллеги в диких популяциях. Жесткая пища в
дикой природе влияет на использование мышц и
развитие костей − реакция на механическое дав-
ление стала неотъемлемой частью процесса раз-
вития в естественных популяциях; был ли этот
ответ значим или был преувеличен изменением
генотипа, неизвестно.

Фенотипическая адаптация может создать
сложное новшество у одной особи без генетиче-
ских изменений. Например, коза, которая роди-
лась с парализованными передними конечностя-
ми, научилась двигаться, подпрыгивая на задних
лапах [27]). Анатомическое обследование после
ее смерти выявило множество модификаций ко-
стей задних конечностей и таза, которые способ-
ствовали фенотипической адаптации. Эти два
случая: ребристые черепа в пятнистых популяци-
ях гиены и модификации костей, позволяющие
прыгать отдельной козе, демонстрируют феноти-
пическую экспрессию, вызванную поведением и
включаемую генотипами в ответ на индукторы
окружающей среды.

Отчетливый ответ на сигнал окружающей сре-
ды, влияющий на выживаемость, включает изме-
нение размера тела для снижения затрат на соб-
ственное обслуживание при оптимизации репро-
дуктивной мощности; такие случаи были

продемонстрированы у морских ежей, когда
ограниченный корм являлся сигналом окружаю-
щей среды, влияющим на изменения морфоло-
гии [14, 21, 25, 26, 29]. Способность регулировать
форму в соответствии с условиями окружающей
среды обеспечивается описанным ранее дискрет-
ным пятиступенчатым процессом роста панциря
морского ежа.

Подобный динамический ответ на кормление
с эпизодическим ростом в сочетании с вышеупо-
мянутой гибкостью, обеспечиваемой волокнами
коллагена, превращает морских ежей в организ-
мы, хорошо подходящие для изучения фенотипи-
ческой аккомодации в скелетогенезе в контроли-
руемых экспериментальных условиях. В есте-
ственных условиях химические загрязнители и
твердость субстрата могут влиять на формы пан-
циря. Было показано, что металлы и детергенты
ингибируют кальцификацию и приводят к сплю-
щиванию панцирей [30]. Слабые субстраты могут
препятствовать сцеплению с поверхностями и
приводить к укреплению панцирей [21, 31]. Такие
ответы панциря были использованы для разра-
ботки эксперимента для документирования опи-
санной здесь фенотипической аккомодации.
Морских ежей выращивали в искусственной сре-
де, которая ограничивала вертикальное измере-
ние, доступное для скелетогенеза, чтобы опреде-
лить, может ли рост при геометрическом ограни-
чении вызывать морфологические изменения в
панцирях, выражающееся в уменьшении высо-
ты/диаметра.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вид Arbacia punctulata (Lamarck, 1816) был вы-

бран из-за доступности образцов и отсутствия ре-
продуктивной функции во время проведения
эксперимента (использование неразмножающе-
гося объекта будет гарантировать, что поступаю-
щая через кормление энергия будет отводиться
преимущественно росту). Взрослые особи были
приобретены в Морской лаборатории Gulf Speci-
men (Панасея, Флорида, США) в течение двух
полевых сезонов (начало января 2010 и 2014 гг.)
для проведения двух экспериментальных испыта-
ний с использованием одной и той же начальной
популяции. Для каждого испытания особи прохо-
дили короткий период акклиматизации, в тече-
ние которого питание не предоставлялось (т.е.
период голодания составлял приблизительно од-
ну неделю). Цифровые штангенциркули Samona
(Оттава, Канада) были использованы для измере-
ния у каждой особи значений высоты (h) и диа-
метра (d). Из-за обширной логистики, связанной
с протоколом роста (описанным далее), размеры
выборки для контрольной и экспериментальной
групп были ограничены соответственно шестью и
четырьмя образцами.
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Отдельных особей содержали в отфильтрован-
ной искусственной морской воде (Oceanic Natural
Sea Salt Mix, Central Garden & Pet Company, Уол-
нат-Крик, Калифорния, США; ρspec = 1.020–
1.023) в аквариумах (TopFin, PetSmart, Финикс,
Аризона, США; максимальный объем 6 л) при
комнатной температуре (Т = 24°С). Обе группы
кормили морковью, нарезанной поперек колеч-
ками, запасы продовольствия пополняли по мере
истощения. Пополняли воду и очищали аквари-
умы при необходимости (примерно раз в неде-
лю). Размеры аквариума и объемы морской воды
определяли на основе размеров образцов, чтобы
обеспечить приблизительно одинаковую плот-
ность особей на объем для контрольной и экспе-
риментальной групп.

Особи с близкими значениями h были включе-
ны в экспериментальную группу (без каких-либо
других оценок) и помещены в аквариум, который
был оборудован устройством, ограничивающим
вертикальные пространственные размеры
(рис. 2), и в конечном счете (т.е. после того, как
особи выросли так, чтобы их шипы контактиро-
вали с платформой аппарата) создающим в экс-
перименте реактивные силы сжатия, действую-
щие на панцирь (рис. 3). В случае необходимости

аппарат регулировали в течение всего экспери-
ментального периода (т.е. всякий раз, когда по-
полняли пищу или воду или чистили аквариумы)
так, чтобы платформа аппарата просто контакти-
ровала с растущими образцами. Особи с близки-
ми по значению h (опять же без каких-либо дру-
гих оценок) были включены и в контрольную
группу. Апикальные колючки на образцах в экс-
периментальной и контрольной группах были
подпилены до максимальной средней высоты.
Особи были отмечены нанесением на колючки

Рис. 2. Аппарат для ограничения вертикального про-
странственного размера и в конечном счете создания
реактивных сил сжатия, действующих на панцирь
морского ежа: (а) – отдельно, (б) – in situ в аквариуме.
Устройство было разработано для выявления роли,
которую физические факторы могут играть в измене-
нии сложных биологических систем, таких как фор-
мы для панцирей морского ежа.

(а)

( )б

Рис. 3. Экспериментальные аквариумы для проверки
того, влияет ли рост морских ежей при геометриче-
ских ограничениях на их форму скелета: (а) – образ-
цы в контрольном аквариуме (фронтальная перспек-
тива; особи, помеченные цветной нитью); (б) – об-
разцы в аквариуме воздействия (боковой вид; особи,
помеченные цветной нитью). Особи росли в попереч-
ном направлении, увеличиваясь в диаметре, и стано-
вились более плоскими, уменьшаясь в соотношении
высоты к диаметру.

(а)

( )б
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нерастворимого в воде лака для ногтей (China
Glaze©, Чжудун, Северный Тайвань, Китай) или
завязыванием швейной нити примерно посере-
дине вдоль шипов (Singer Sewing Company, Мерф-
рисборо, Теннесси, США) и идентифицированы
впоследствии на основе цветной маркировки.
Обе группы были обеспечены морковью ad libitum
в эквивалентных количествах (равной массе мор-
кови на особь), таким образом, особи могли пи-
таться непрерывно в течение всего эксперимента,
в течение которого их содержали в одинаковых
условиях, но в ограниченном вертикальном изме-
рении в аквариуме экспериментальной группы.

Значения hud измеряли и записывали один раз
перед началом любого кормления (т.е. когда экс-
перимент был начат, сразу после периода голода-
ния) и снова после восьми недель кормления (т.е.
когда эксперимент был прекращен). Группы
сравнивали, рассчитывая величины эффекта как
грубую разницу между средними значениями и
используя коэффициент Коэна d [32]. Данные
также были проанализированы с использованием
обычных количественных протоколов: поскольку
для обеих групп предполагалось, что особи в них
будут расти, а конкретно в экспериментальной
группе − что панцири будут более сплюснутыми
и, следовательно, будут характеризоваться мень-
шим средним значением h/d, была принята нуле-
вая гипотеза «нет разницы между группами», и

соответствующие прогнозы, означающие «сред-
нее значение hпосле = среднее значение hдо», сред-
нее значение «dпосле = среднее значение dдо»,
среднее значение «hпосле/dпосле = среднее значе-
ние hдо/dдо» и среднее значение «h/d для кон-
трольной группы = среднее значение h/d для экс-
периментальной группы», тестировали, приме-
няя парные односторонние t-критерии с
использованием GraphPad Prism Software (Graph-
Pad Software Inc., Сан-Диего, Калифорния,
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Средние значения h и d были выше в конце
эксперимента, чем в начале, для обеих групп в
2010 г.; среднее значение d было больше в конце
эксперимента, чем в начале, для обеих групп в
2014 г. (таблица). Для группы воздействия сред-
нее значение h/d было меньше в конце экспери-
мента, чем в начале, в оба года (рис. 4, таблица;
величины эффекта, определенные как средние
изменения h/d, составляли 0.0072 и 0.0452 для
группы контроля и воздействия соответственно в
2010 г. и 0.0094 и 0.1214 для контрольной и экспе-
риментальной группы соответственно в 2014 г.).
Средние значения h/d между контрольной и экс-

Значения высоты h, диаметра d панциря и отношения высоты к диаметру h/d в контрольной и эксперименталь-
ной группах для образцов Arbacia punctulata в начале и в конце (через восемь недель) эксперимента

Популяция 2010 года

Группа n Начальные измерения Конечные измерения

h d h/d h d h/d

Контроль 6 13.215 ± 1.555 21.985 ± 2.250 0.6010 ± 0.03116 14.723 ± 2.266 24.138 ± 2.583 0.6082 ± 0.04173

Воздействие 4 13.635 ± 0.7285 23.213 ± 1.374 0.5877 ± 0.01323 14.220 ± 1.083 26.218 ± 1.640 0.5425 ± 0.02709

Популяция 2014 года

Группа n Начальные измерения Конечные измерения

h d h/d h d h/d

Контроль 6 16.323 ± 2.624 28.287 ± 3.649 0.5769 ± 0.04736 18.600 ± 3.308 31.650 ± 3.774 0.5863 ± 0.07531

Воздействие 4 24.325 ± 3.813 31.650 ± 4.071 0.6454 ± 0.07999 22.675 ± 1.866 43.225 ± 2.871 0.5240 ± 0.04929

Примечание. Приведены средние значения ± стандартное отклонение. Различия в средних показателях до и после
эксперимента были проверены с помощью парных одностороних t-критериев. Коэффициент Коэна d был (согласно работе
[32]) рассчитан как разница между средними значениями, деленная на одно стандартное отклонение. Для популяции
2010 года: h для контрольной группы: t = 4.30, Р = 0.00380 (d Коэна = –0.974); h для группы воздействия: t = 3.02, Р = 0.0285
(d оэна = –0.732); d для контрольной группы: t = 3.96, Р = 0.00590 (d Коэна = –0.850); d для группы воздействия: t = 6.26,
Р = 0.00410 (d Коэна = –2.29); h/d для контрольной группы: t = 0.354, Р = 0.369 (d Коэна = –0.208); h/d для группы
воздействия: t = 3.18, Р = 0.0250 (d Коэна = –2,51). Для популяции 2014 года: h для контрольной группы: t = –1.28, Р = 0.1279
(d Коэна = 0.768); h для группы воздействия: t = 0.924, Р = 0.2118 (d Коэна = 0.581); d для контрольной группы: t = –5.51,
Р = 0.00135 (d Коэна = 0.906); d для группы воздействия: t = –4.74, Р = 0.00888 (d Коэна = 3.335); h/d для контрольной группы:
t = –0.364, Р = 0.3889 (d Коэна = 0.154); h/d для группы воздействия: t = –3.40, Р = 0.0212 (d Коэна = 1.878).
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периментальной группами значительно отлича-
лись в конце эксперимента в оба года.

ОБСУЖДЕНИЕ
Среднее значение h/d, характеризующее пан-

цири морских ежей, которые выросли при гео-
метрическом ограничении, уменьшилось отно-
сительно среднего значения h/d, характеризую-
щего панцири морских ежей, которые выросли
без геометрического ограничения (рис. 4, табли-
ца). Это можно было обнаружить даже при не-
больших размерах выборки, которые были обу-
словлены трудоемкой логистикой, связанной с
экспериментальным дизайном; величина эффек-
та, связанного с фенотипической адаптацией у
этих морских ежей, предполагает, что такой ответ
соответствует понятию bona fide. Значение h/d для
всех образцов в экспериментальной группе изме-
нилось отрицательно в течение восьминедельно-
го периода в обоих исследованиях (т.е. в 2010 и
2014 гг.), тогда как h/d для образцов в контроль-
ной группе изменилось неравномерно, три поло-
жительных и три отрицательных случая в обоих
испытаниях.

Средние значения h/d для контрольной груп-
пы в 2010 г. увеличились, но среднее значение h/d
осталось неизменным (таблица), что указывает на
то, что образцы росли изометрическим образом
(т.е. они увеличивались в размерах, но сохраняли
постоянные пропорции, как и ожидалось у эхи-
ноидов [20, 33]), поскольку они были геометриче-
ски не ограничены – особи в группе воздействия
в 2014 г. росли схожим образом, хотя различий по
h не было обнаружено (таблица). Особи в группе
воздействия в обоих исследованиях (то есть в 2010
и 2014 гг.) росли аллометрическим образом (т.е.
увеличивались в размерах, но изменяли пропор-
ции), потому что они были геометрически огра-
ничены (см. таблицу) – увеличение d с уменьше-
нием h/d согласуется с фенотипической адапта-
цией.

Гибкие панцири и эпизодическое пищевое по-
ведение у взрослых морских ежей предрасполага-
ют к их использованию в качестве кандидатов для
проявления фенотипического аккомодации [27].
Мы зафиксировали фенотипическую адаптацию
в одной популяции за два разных года. Если такие
же гибкие панцири и эпизодическое пищевое по-
ведение характеризовали популяции в линиях,
ведущих к «песчаным долларам» и морским плос-
ким ежам, а также к сердцевидным ежам, то фе-
нотипическая адаптация обеспечивает правдопо-
добный механизм, через который проявляется те-
кущее морфологическое неравенство [34],
наблюдаемое среди этих групп. Экологические
сигналы или условия, которые могли бы вызвать
морфологическое расхождение, практически не-
исчислимы.

Один из вероятных (весьма спекулятивных)
сценариев морфологического расхождения меж-
ду сфероидальными морскими ежами и дискоид-
ными «песчаными долларами», эллипсоидальны-
ми морскими плоскими ежами, а также кардио-
идными сердцевидными ежами заключается в
наблюдении, что не кормящиеся ночные морские
ежи часто ищут убежища в дырах или трещинах в
скалах или под ними [35]. Морские ежи, как чле-
ны сообщества иглокожих (Echinodermata), ха-
рактеризуются наличием изменчивой коллагено-
вой ткани, которая замечательна своей способно-
стью быстро изменять жесткость под нейронным
контролем [36–40]. Изменяющаяся коллагеновая
ткань («catch» коллаген) может быть зафиксиро-
вана на месте и укреплять поддерживающие тка-
ни, устраняя необходимость сокращения мышц
при сохранении жизненных позиций (например,
в расщелинах и трещинах на поверхности горных
пород). Нахождение на месте в течение длитель-
ных периодов времени может вызывать феноти-
пическую адаптацию у особей в популяциях мор-
ских ежей способом, аналогичным описанному
здесь росту сплющенных панцирей, если поведе-

Рис. 4. Значения соотношения высоты и диаметра
панциря (h/d) в контрольной и экспериментальной
группах для образцов морского ежа в начале и через
восемь недель эксперимента (т.е. до и после кормле-
ния, светлый и темный столбики соответственно);
каждый прямоугольник содержит медианное значе-
ние (пунктирная линия) с верхом и низом (то есть
«усы»), которые охватывают наблюдаемый диапазон:
(а) – выборка популяции 2010 г., (б) – выборка попу-
ляции 2014 г.
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ние сохранялось непрерывно на протяжении
многих поколений. С современной неодарви-
нистской, спекулятивной точки зрения, если бы
подобные геометрические ограничения действо-
вали равномерно и выгодно на протяжении мно-
гих поколений, то индивидуальные величины h/d
в популяциях могли бы измениться; генотипы,
лежащие в основе способности к переменному
фенотипу, постепенно стали бы модифицирова-
ны и смещены в сторону создания более плоских
панцирей; популяция перешла бы в измененную
форму.

С представленными здесь данными могут быть
связаны два основных ограничения. Во-первых,
размеры выборки были небольшими. Следова-
тельно, было недостаточно степеней свободы для
проведения непараметрических тестов Вилкок-
сона с критерием знаковых рангов для сравне-
ний, в которых они были бы уместны [41]. Это
было неизбежно, учитывая обширную и трудоем-
кую логистику, связанную с протоколом роста и
дизайном эксперимента. Во-вторых, сама точ-
ность измерения могла зависеть от морфологии.
Особи морского ежа изначально обладали шипа-
ми, охватывающими все их панцири, следова-
тельно, измерение h и d было сложной задачей.
Морские ежи потеряли колючки в течение вось-
минедельного периода, чем облегчили измерение
h и d. Это различие в измерениях до и после экс-
перимента могло привести к уменьшению оцен-
ки роста в h и d, делая различия меньше, чем они
могли бы быть на самом деле. Увеличение разме-
ров выборки и уточнение протокола измерений
приведет к получению данных, которые будут ха-
рактеризоваться более значительными экспери-
ментальными эффектами и, таким образом, бо-
лее заметным изменением формы панциря, чем
описанная здесь фенотипическая адаптация.

Потеря шипов указывает на стресс, поэтому
изменение метода применения геометрических
ограничений может увеличить рост, что даст
больший эффект от эксперимента в будущих ис-
следованиях. Информативный последующий
эксперимент включал бы освобождение экспери-
ментальных особей из геометрически ограничен-
ных условий, чтобы проверить, сохраняют ли они
измененные формы и если да, то как долго. Ана-
лизы post mortem на сравнение панцирей в образ-
цах экспериментальной группы с панцирями в
образцах контрольной группы позволили бы вы-
яснить механизм роста, лежащий в основе изме-
нений формы. Это может проявляться в измене-
ниях наложения швов коллагеновых волокон, ро-
сте пластин или и в том и в другом. Сшивание
коллагеновых волокон можно проанализировать
с применением сканирующей электронной мик-
роскопии, а рост пластин можно проанализиро-
вать, используя протоколы маркировки кальцеи-

ном и тетрациклином для визуализации линий
роста [42, 43].

ВЫВОДЫ
Морских ежей выращивали в течение восьми

недель в условиях геометрического ограничения,
при котором особи были ограничены в верти-
кальном пространственном измерении. Особи в
этой экспериментальной группе становились бо-
лее плоскими по сравнению с особями в кон-
трольной группе, создавая фенотипическую ак-
комодацию. Подобные геометрические ограни-
чения, действующие равномерно на протяжении
многих поколений, могли бы привести к феноти-
пической адаптации, создающей более плоские
панцири. Этим можно было бы объяснить несо-
ответствие, наблюдаемое между сфероидальны-
ми морскими ежами и дискоидными «песчаными
долларами».
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Phenotypic Accommodation in Sea Urchins Grown under Geometric Constraints
 R. Liu, Sh. Pedlar, A. Oad, S. McDonald, and J. Stone

McMaster University, 1280 Main Street West, Hamilton ON, L8S 4L8, Canada

Sea urchins and their relatives are taxonomically grouped as Echinoidea (phylum Echinodermata). Echinoids
exhibit considerable modifications of their pentaradially symmetric body plan phenotypes, from spheroid
tests (skeletons) in sea urchins to discoid tests in sand dollars. Researchers have speculated as to morpholog-
ical evolutionary transitions among these phenotypes without reaching consensus. We designed and per-
formed an experiment in which sea urchins grew under geometric constraints manifested through restricted
vertical spatial dimension, physically limiting growth in height. Individuals in this treatment group became
flatter than those in a control group after 8 weeks. These findings can be considered as indicative of pheno-
typic accommodation, an underappreciated phenomenon that may constitute the first step in novel pheno-
type evolution. We present preliminary speculations in regard to phenotypically accommodated changes in
shape and morphological evolutionary relationships among echinoids. We demonstrate a plausible initiating
mechanism in a morphological transition, which can contribute to theoretical discussions about phenotypic
evolution, emphasizing the role physical factors play when complex biological systems change.

Keywords: development; evolution, morphology, phenotypic plasticity
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Пчелы, осы и муравьи не имеют специализированных рецепторов восприятия электрического
поля. Адекватное реагирование на природные электрические поля у пчел и муравьев связано с
воздействием атмосфериков, усиливающихся при приближении грозового фронта. К восприятию
насекомыми низкочастотных электрических полей высокой напряженности имеют отношения
первичные преобразователи механорецепторов, реагирующих на смещение. Неспецифический
механизм восприятия электрических полей основан на раздражении насекомых наведенными
токами, протекающими в местах их контактирования между собой и/или токопроводящими
поверхностями. Частотная характеристика чувствительности к электрическому полю определяется
в основном величиной наводимого им тока и интенсивностью его контактного действия. Величина
тока, наводимого в покровах тела насекомых, нелинейно связана с частотой электрического поля.
Область с наибольшей чувствительностью к электрическим полям приходится примерно на 500 Гц,
что согласуется с максимальной величиной наводимого тока. При этом порог чувствительности к
электрическому полю у ос составляет около 0.04, у пчел – 0.45 кВ/м. Муравьи реагируют
замедлением локомоций на действие электрического поля напряженностью 7–10 кВ/м. Магнитные
поля и ионизация, сопутствующие генерации электрического поля, напряженность которого
достигает 15–20 кВ/м, не стимулируют изменения поведения насекомых. 

Ключевые слова: пчелы, осы, муравьи, электрическое поле, чувствительность, аномалии поведения,
адекватное реагирование.
DOI: 10.31857/S0006302920030175

Биосфера Земли подвергается природным
электромагнитным воздействиям широкого ча-
стотного диапазона – от медленных изменений
магнитного и электрических полей до гамма-из-
лучений. Природные электромагнитные процес-
сы дополняются возрастающими по диапазону и
интенсивности антропогенными воздействиями
на биосферу. Антропогенные электрические
(ЭП) и магнитные поля (МП) по интенсивности
сравнимы с естественными ЭП и МП, а в некото-
рых ситуациях превосходят их.

У животных ЭП и МП воздействуют на элек-
трические процессы, протекающие в клетках,
тканях и органах. Поэтому природные и антропо-
генные ЭП и МП, независимо от наличия или от-
сутствия у животных специализированных ре-

цепторов ЭП, влияют на их физиологическое со-
стояние [1–6].

В зависимости от образа жизни и уровня орга-
низации животные по-разному реагируют на ЭП,
защищаясь от их неблагоприятного воздействия.
Высокоорганизованные социальные насекомые
от различных экстремальных воздействий защи-
щаются обычно скоординированными усилиями
больших групп или всех взрослых особей семьи.
На типичные физические или биотические сти-
мулы у социальных насекомых прослеживается
адекватное реагирование. Так, на изменения
внешней температуры пчелы и осы, находящиеся
в своих гнездах, реагируют изменением генера-
ции и выделения тепла [7–10]. Рыжие лесные му-
равьи изменяют наклон поверхности холмика к
солнечным лучам [9, 11, 12]. Коллективные обо-
ронительные реакции стимулирует у всех соци-
альных насекомых нападение на их жилища вра-
гов и грабителей. При приближении грозового

Сокращения: ЭП – электрические поля, МП – магнитные
поля, ЛЭП – линия электропередачи.
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фронта, чему сопутствует возрастание интенсив-
ности атмосфериков [12], муравьи заделывают
входные отверстия муравейников, а пчелы пре-
кращают полеты и возвращаются в ульи [9–12].

Медоносные пчелы наряду с защитными реак-
циями на переменные ЭП приспособились ис-
пользовать электростатическое поле в системе
внутриульевых коммуникаций. Статическое по-
ле, возникающее на теле пчелы-сигнальщицы
при трении о поверхность сот, используется мо-
билизуемыми ею пчелами. Они среди множества
других пчел, находящихся на сотах, по отклоне-
нию антенн под действием статического заряда
обнаруживают сигнальщицу и поддерживают с
нею дистанцию, необходимую для восприятия
относительно слабого акустического сигнала.
Посредством этого сигнала пчела-сигнальщица
информирует приблизившихся к ней пчел о рас-
стоянии до обнаруженной цели полета, например
источника корма или воды [14].

Что касается антропогенных ЭП и МП, то они
для насекомых и других видов животных являют-
ся новыми, нетипичными факторами среды. На
них высокоорганизованные животные с большой
продолжительностью жизни не могли приобре-
сти адекватных форм реагирования. 

Настоящей работой предпринят сравнитель-
ный анализ реагирования на ЭП трех видов пере-
пончатокрылых насекомых (Hymenoptera), раз-
личающихся по образу жизни, – медоносных
пчел, бумажных ос и рыжих лесных муравьев. Эти
виды социальных насекомых, приспособленные
к разным условиям жизни, сооружают свои гнез-
да из материалов, различающихся по электропро-
водности. Основу гнездовых построек у пчел
представляют восковые, а у ос – бумажные соты.
Муравьи сооружают гнезда в земле, возводя зем-
ляные холмики, включающие растительные ча-
стички. 

Изучение специфики реагирования пчел, ос и
муравьев на низкочастотное ЭП важно для пони-
мания физиологических механизмов восприятия
этого стимула животными, отличающимися по
образу жизни и экологической валентности. У
медоносных пчел семья, а не особь, представляет
собою размножающуюся биологическую едини-
цу, подлежащую действию естественного отбора.
Бумажные осы живут сезонными семьями, кото-
рые размножаются половозрелыми самками. Ры-
жие лесные муравьи, образуя большие семьи, мо-
гут размножаться почкованием или половозре-
лыми особями.

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 
К ЭЛЕКТРИЧЕСКИМ ПОЛЯМ

Для пчел (Apis mellifera L.) установлены груп-
повые эффекты реагирования ЭП [10, 15, 16]. В

частности, одна пчела, находящаяся на изолиро-
ванной поверхности, независимо от ориентации
тела по отношению к силовым линиям ЭП не
проявляет никаких признаков реагирования на
низкочастотное ЭП высокой напряженности, до-
стигающей 50 кВ/м. Незначительная активиза-
ция локомоций и соответственно увеличение по-
требления О2 происходит под действием ЭП на-
пряженностью 100 кВ/м. 

Соответственно при увеличении численности
пчел, поддерживающих между собой тактильные
контакты, степень их реагирования на ЭП одина-
ковой частоты и напряженности возрастает. У
двух пчел, находящихся на электрически изоли-
рованной поверхности (в стеклянном сосуде), ЭП
частотой 500 Гц при напряженности 50 кВ/м сти-
мулирует активизацию и увеличение потребле-
ния О2 в 1.5 ± 0.14 раза, а у десяти пчел – в
1.8 ± 0.17 раза. Резкую активизацию у 100 пчел
стимулирует ЭП напряженностью 14 ± 3 кВ/м.

Частотная характеристика чувствительности
пчел к ЭП установлена на их семьях [10, 17, 18].
Семьи, содержавшие от 5 до 30 тыс. взрослых ра-
бочих особей, находились в экранированной аку-
стически изолированной камере. Применение
акустической изоляции пчелиных семей требова-
лось для точной регистрации изменений звуково-
го шума семьи, регистрируемого в диапазоне
400–500 Гц. С усилением этого частотного диапа-
зоны шумов пчелиной семьи связана активиза-
ция пчел [19]. Таким же способом на семьях зем-
ляных ос (Paravespula vulgaris L.), содержавших от
1200 до 2000 взрослых особей, изучали их чув-
ствительность к ЭП. 

Пчелы и осы, находящиеся в своих гнездах,
обладают максимальной чувствительностью к ЭП
частотой 500 ± 50 Гц. Но семьи ос, отличаясь от
пчел меньшей численностью взрослых особей,
примерно на порядок превышают пчелиные се-
мьи по чувствительности к ЭП. На частоте около
500 Гц порог чувствительности ос находится на
уровне 0.03–0.05 кВ/м (рис. 1б), а у пчел – 0.4–
0.5 кВ/м (рис. 1а). 

Чувствительность к ЭП неравномерно изме-
няется в ответ на понижение или повышение его
частоты. И у ос, и у пчел при уменьшении частоты
ЭП в 50 раз (от 500 до 10 Гц) порог чувствительно-
сти к этому стимулу возрастает примерно в два
раза. При повышении частоты ЭП в десять раз (от
500 до 5000 Гц) порог чувствительности у ос воз-
растает в четыре раза, а у пчел – в двенадцать раз
(рис 1а,б). 

Рыжие лесные муравьи (Formica rufa L.) харак-
теризуются относительно низкой чувствительно-
стью к ЭП. Если порог чувствительности опреде-
лять по понижению локомоторной активности,
то некоторое ее замедление у муравьев, выходя-
щих из муравейника, наблюдается под действием
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ЭП частотой 500 Гц при напряженности, достига-
ющей 8–10 кВ/м [20].

РЕАГИРОВАНИЕ 
НА ЭЛЕКТРИЧЕСКИЕ ПОЛЯ

Находясь в разных условиях жизни и обладая
разной чувствительностью к низкочастотному
ЭП, пчелы, осы и муравьи по-разному реагируют
на этот стимул. Поскольку порог чувствительно-
сти этих насекомых к ЭП приходится примерно
на 500 Гц, то эта частота использована для стиму-
ляции ответных реакций. 

Пчелы. Пчелы, находящиеся в гнезде, реагиру-
ют на ЭП повышением локомоций и активности
метаболизма [21]. Заметную активизацию локо-
моций стимулирует ЭП напряженностью 1–
2 кВ/м. Возбужденные пчелы начинают выходить
из улья, когда напряженность ЭП достигает 10–
15 кВ/м, а при 20–30 кВ/м сотни возбужденных
пчел выходят на переднюю стенку улья. Некото-
рая их часть взлетает и кружится на расстоянии
1–5 м от улья. Летающие пчелы набрасываются и
жалят людей и животных, оказавшихся вблизи
улья. 

Через 4–7 мин от начала воздействия на пче-
линую семью ЭП напряженностью 20–30 кВ/м
локомоторная активность пчел начинает пони-
жаться. С этого времени ранее гиперактивные
пчелы группируются на поверхности сот, образуя
неровные ряды, ориентированные преимуще-
ственно вдоль или под небольшим углом к сило-
вым линиям ЭП. В нижней части сот и у дна улья
пчелы образуют беспорядочные малоподвижные
скопления.

Поведение пчел, находящихся у летка во время
действия ЭП, сходно с поведением сторожей при
нападении на семью врагов или грабителей. Но в
отличие от сторожей эти пчелы отличаются по-

вышенной двигательной активностью. Они при-
ближаются и вступают в кратковременные так-
тильные контакты не только с подлетающими
пчелами, что характерно для сторожей, но и с
особями, выходящими из улья. Тактильным кон-
тактам всегда сопутствует повышение локомо-
торной активности пчел. 

На пороговые и близкие к ним напряженности
ЭП пчелиная семья реагирует незначительным
повышением интенсивности спектральных со-
ставляющих в диапазоне 400–500 Гц. Этот диапа-
зон акустического шума пчелиной семьи связан с
активизацией пчел [19]. Всего на 0.5–0.9 дБ воз-
растает интенсивность спектральных составляю-
щих пчелиного шума в диапазоне 450 ± 50 Гц под
действием ЭП напряженностью 1.5–2 кВ/м. При
увеличении напряженности ЭП до 5 и 10 кВ/м
интенсивность этих составляющих возрастает со-
ответственно на 1.7–1.8 и 2.1–2.3 дБ (рис. 2а). 

При высокой напряженности ЭП, достигаю-
щей 35 ± 3 кВ/м, сильному возбуждению пчел со-
путствует значительное изменение интенсивно-
сти и спектральной структуры акустического шу-
ма пчелиной семьи. Частота пика интенсивности,
локализующегося в области 400–500 Гц, повыша-
ется на 25–35 Гц, а общая интенсивность шума
возрастает на 4–5 дБ. К исходному состоянию
интенсивность и спектральная структура пчели-
ных звуков возвращаются через 3.6–4.2 ч после
отключения ЭП [10, 19].

Активизации локомоций под действием ЭП
сопутствует повышение температуры и выделе-
ния СО2 (рис 2б,в). Незначительное повышение
температуры (на 0.1–0.3°С) и СО2 (на 0.05–0.1%)
над центром расплодной зоны гнезда происходит
под действием ЭП напряженностью 1.5–2 кВ/м.
При повышении напряженности ЭП до 5 кВ/м
температура и концентрация СО2 в указанной зо-

Рис. 1.  Частотная зависимость чувствительности медоносных пчел (а) и бумажных ос (б) к электрическому полю (по
работе [17], с изменениями).
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не гнезда возрастает на 2.6–2.8°С и 1.6–1.8%, а
при 10 кВ/м – соответственно на 4.1–4.3°С и 3.7–
4.1%. 

Значительные изменения микроклимата в
пчелином гнезде происходят под действием ЭП
напряженностью 20–25 кВ/м. На 10-минутное
воздействие такого стимула температура в центре
гнезда повышается на 7–9°С, а концентрация
СО2 – на 4.4–6,1%. Через 2–3 ч после отклю-
чения поля температура снижается всего на 0.5–
1.3°С и возвращается к исходному значению че-
рез 15–18 ч. Но концентрация СО2 нормализуется
всего за 50–70 мин.

Эффективность ЭП зависит от его генерации в
форме пакетов импульсов или непрерывных си-
нусоидальных колебаний. При подаче ЭП в им-
пульсном режиме имеет значение скважность им-
пульсации. В частности, ЭП частотой 300 Гц при
напряженности 8 кВ/м, подаваемое в форме си-
нусоидальных колебаний в течение 10 мин, сти-
мулирует повышение температуры над гнездом
пчелиной семьи на 2.1 ± 0.4°С. За такое же время
ЭП, подаваемое в форме импульсов длительно-
стью 30 мс со скважностью, равной 2, стимулиру-
ет повышение пчелами температуры на
1.2 ± 0.2°С, а при скважности, равной 10, – на
0.4 ± 0.1°С [21, 22].

Длительное действие ЭП не вызывает у пчел
полного привыкания, хотя активность реагирова-
ния со временем уменьшается [10, 23]. Действие
ЭП, напряженность которого примерно на поря-
док превосходит пороговое значение чувстви-
тельности, дестабилизирует внутригнездовую
температуру. Например, у пчелиных семей, кото-
рые в течение 45 суток находились под крайней
фазой линии электропередачи (ЛЭП) напряже-
нием 500 кВ при напряженности ЭП около
7.5 кВ/м, температура в разных зонах гнезда скач-
кообразно повышалась на 2–4°С, а затем опуска-
лась до исходных значений. Периоды подъема и
понижения температуры не имели строгой упо-
рядоченности. Продолжительность той и другой
фаз находилась в пределах от нескольких минут
до десятков часов.

ЭП ЛЭП влияет также на дестабилизацию
концентрации СО2 в разных зонах пчелиного
гнезда. В дни, благоприятные для полетов, кон-
центрация СО2 в центральной части гнезда в те-
чение ночи повышалась в среднем до 1.8 ± 0.4%, а
в прилетковой зоне – до 1.1 ± 0.3%. К середине
дня в центральной части гнезда происходило по-
нижение концентрации СО2 примерно в два раза,
а в прилетковой– повышение в полтора раза. В то
же самое время в гнездах семей, находившихся в
20–50 м от линии, суточные колебания темпера-
туры не выходили за пределы 0.23–0.37% [23]. 

Рис. 2.  Изменение интенсивности звуков, генерируемых пчелиной семьей в полосе 400–500 Гц (а), концентрации
СО2 в центре гнезда (б) и температуры над гнездом (в) под действием ЭП частотой 500 Гц при его напряженности 1.5–
2 кВ/м (верхний ряд), 5 кВ/м (средний ряд) и 10 кВ/м (нижний ряд); ЭП – периоды действия поля [21]. 

3 мин 30 мин 30 мин

ЭП ЭП ЭП

(а)                                          (б)                                             (в)

1

0

3

2

1

0

5

4

3

2

1

0

21

20

19

23

22

21

20

19

25

24

23

22

21

20

19



ВОСПРИЯТИЕ И СПЕЦИФИЧНОСТЬ РЕАГИРОВАНИЯ 569

БИОФИЗИКА  том 65  № 3  2020

К специфическим реакциям пчел на длитель-
ное воздействие ЭП относится интенсивное по-
крытие воском и прополисом леткового прохода
и примыкающих к нему частей улья. Такое пове-
дение свойственно пчелам в конце лета – начале
осени при подготовке к зимовке. Но в прилетко-
вой зоне ульев, находившиеся в 10–14 м от край-
ней фазы ЛЭП и под нею, к концу лета пчелы на-
копили соответственно по 11 ± 1.3 и 37 ± 4.6 г вос-
ко-прополисовой смеси. В ульях семей,
находившихся в это время в 50–60 м от ЛЭП, мас-
са накопленной воско-прополисовой смеси со-
ставляла всего 0.9 ± 0.3 г [24]. Иногда пчелы се-
мей, находящихся под ЛЭП, полностью заделы-
вают прополисом летковые проходы, обрекая тем
самым себя на гибель [25].

ЭП ЛЭП влияет на поведение пчел, вылетаю-
щих из ульев [23]. Им свойственна повышенная
агрессивность и неупорядоченность вылетов
большими группами, которые кружатся некото-
рое время на расстоянии нескольких метров от
ульев. Вылеты этих пчел не связаны и не имеют
сходства с ориентировочными и очистительными
облетами, а полеты пчел-фуражиров отличаются
пониженной продуктивностью. Так, если у фура-
жиров, возвращающихся в ульи, которые находи-
лись в 50–60 м от ЛЭП, масса содержимого медо-
вых зобиков составляла 28.8 ± 3.9 мг, то под край-
ней фазой линии она была меньше примерно в
полтора раза. 

Пчелы, находящиеся у источника кома, поки-
дают его под действием ЭП. Группы из 50–
120 пчел, наполняющие медовые зобики 50–60%-
м раствором сахарозы, под действием ЭП напря-
женностью 40–50 кВ/м взлетают в течение 3–10 с.
Летающие пчелы кружатся между электродами и
за их пределами, не проявляя признаков агрес-
сии. После отключения ЭП пчелы в течение 0.5–
1.5 мин вновь собираются на кормушке [10]. 

Поведение пчел у кормушки не меняется при
десяти кратных включениях ЭП с 5-, 20- и 30-ми-
нутными интервалами. При длительном одно-
кратном включении ЭП пчелы, покружившись
над кормушкой в течение трех-пяти минут, начи-
нают возвращаться на нее и наполнять зобики.
Этих пчел возбуждают взаимные соприкоснове-
ния и стимулируют взлеты. Но покружившись
некоторое время, пчелы вновь возвращаются на
кормушку. 

На действие ЭП у пчел-фуражиров быстро вы-
рабатывается отрицательный условный рефлекс.
При наличии двух кормушек, расположенных на
расстоянии 1 м, пчелы быстро начинают отличать
кормушку, которая находится в ЭП. Для выра-
ботки отрицательного рефлекса достаточно 8–
14 включений ЭП. После этого все пчелы, кото-
рым известно место подкормки, начинают игно-

рировать кормушку, подвергаемую действию ЭП,
и собираются на соседней кормушке. 

Осы. У ос, находящихся в гнезде, резкое повы-
шение двигательной активности стимулирует ЭП
напряженностью 1–2 кВ/м. Возбуждение взрос-
лых особей происходит в процессе тактильных
контактов. Повышение локомоций приводит к
повышению внутригнездовой температуры на
0.6–0.9°С [18]. 

В отличие от пчел, у ос увеличение напряжен-
ности ЭП не приводит к повышению внутригнез-
довой температуры, потому что активизировав-
шиеся осы вылетают из гнезда. Под действием
ЭП напряженностью 6–8 кВ/м все взрослые осы
покидают гнездо в течение одной-трех минут.
Поэтому температура в гнезде понижается.

Осы, вылетающие из гнезда, кружатся у его
леткового входа. Летающие осы не проявляют
признаков агрессии. После отключения ЭП осы в
течение двух-трех минут возвращаются в гнездо.
Многократные повторные включения ЭП стиму-
лируют стереотипные реакции ос без выражен-
ных признаков адаптации.

Муравьи. Обнаружено специфическое реаги-
рование муравьев на ЭП частотой от 50 до 500 Гц
при размещении одного из электродов (металли-
ческой пластины размером 40×40 см) над мура-
вейником параллельно поверхности почвы и за-
глублении в почву на 40 см второго электрода
[20]. В зависимости от напряженности ЭП пове-
дение муравьев существенно изменяется. В част-
ности, через 7–10 с после включения ЭП напря-
женностью 7–10 кВ/м происходит замедление
локомоций муравьев, находившихся на поверх-
ности муравейника. В дальнейшем некоторое по-
вышение активности муравьев, выражающееся в
нормализации их поведения, происходит через
15–20 мин после выключения ЭП. 

Под действием ЭП напряженностью 9–
11 кВ/м муравьи, выходившие из муравейника,
замедляют движение. Это сходно с поведением
пчел, оказавшихся па поверхности металличе-
ской пластины, подключенной к конденсатору,
заряженному от постоянного источника тока на-
пряжением 300 В [18]. Но, в отличие от пчел, му-
равьи, медленно передвигаясь к вершине холми-
ка, останавливаются и принимают динамические
позы угрозы – переворачиваются на спинку и
поднимают вверх брюшко. Такую позу муравьи
удерживают в течение одной-трех минут, а затем
продолжают движение к вершине холмика. 

Повышение напряженности ЭП до 24–
26 кВ/м активизирует у муравьев оборонитель-
ные реакции. Муравьи собираются на вершине
муравейника, поднимают вверх брюшко и
выбрызгивают струйки кислотного секрета, что
используется обычно для защиты от нападения
врагов. Но эта типичная защитная реакция при
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воздействии ЭП дополняется взаимной агрессив-
ностью муравьев, приводящей к гибели части из
них. За 15 мин действия ЭП погибало около 3%
особей, собиравшихся на вершине муравейника.
Этого не наблюдается при разорении муравейни-
ка, активизирующего защитные реакции мура-
вьев. 

В муравейнике под действие ЭП происходит
изменение температуры и содержания СО2
(рис. 3). При температуре внешнего воздуха и по-
верхности муравейника в пределах 19–23°С под
влиянием тридцатиминутного воздействия ЭП
напряженностью 10 кВ/м температура в средней
части холмика повышается в среднем на
1 ± 0.15°С, в верхней – на 0.5 ± 0.09°С, а в
нижней – опускается на 0.3 ± 0.06°С. В течение
15 мин после отключения ЭП температура в верх-
ней части холмика понижается на 0.2 ± 0.07°С, в
средней – на 0.8 ± 0.14°С и в нижней – на
0.7 ± 0.12°С. В последующие 30–45 мин активно-
му передвижению муравьев в глубь муравейника
и из него на поверхность холмика сопутствуют
периоды повышения, а затем понижения темпе-
ратуры (рис. 3а).

Динамике температуры в муравейнике под
действие ЭП сопутствует изменение концентра-
ции СО2 (рис. 3б). За 30 мин действия ЭП содер-
жание СО2 в верхней и средней частях холмика
возрастает примерно в два раза. После отключе-
ния ЭП концентрация СО2 возвращается к ис-
ходному уровню через 40–60 мин. В нижней ча-
сти холмика в период действия ЭП содержание
СО2 возрастает в среднем в 1.2 раза, а через 40–
50 мин после отключения поля уменьшается в
1.6 раза.

Сходные изменения температуры и содержа-
ния СО2 в муравейнике происходили под дей-
ствием ЭП напряженностью 25 кВ/м. Эти изме-
нения происходят примерно в таких же пределах,
как при воздействии ЭП напряженностью
10 кВ/м, но с большей скоростью, что обуславли-
валось активизацией локомоций. 

ФИЗИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ, 
СОПУТСТВУЮЩИЕ ГЕНЕРАЦИИ ЭП

К процессам, сопутствующим генерации ЭП,
относится возникновение магнитного поля (МП)
и увеличение концентрации аэроионов. Возмож-
ны также вибрации опорных субстратов (стенок
ульев, сотов и др.), на которых находятся пчелы.
По некоторым сведениям пчелы, изолированные
от семьи, предпочитают локализоваться в обла-
сти повышенного магнитного потока [26]. Порог
чувствительности пчел к МП находится на уровне
260 мТл [27]. Имеются сведения, согласно кото-
рым, отрицательные аэроионы влияют на повы-
шение двигательной активности пчел [28,29]. 

Магнитное поле. Величина магнитного поля,
сопутствующего действию ЭП, определяется вы-

ражением  где r – расстояние

до прямой, проходящей через центры электродов
(металлические пластины, размером 40 × 40 см);
f – частота ЭП; Е – его напряженность; С – ско-
рость света; t – время [30]. Отсюда при воздей-
ствии на семью ЭП частотой 500 Гц и напряжен-
ностью 15 кВ/м величина МП составляет около
1.3 · 10–10 Тл, или 1.3 · 10–6 Гс. МП Земли на сред-
них широтах приближается к 0.5 Гс, а его суточ-
ные вариации достигают 10–3 Гс [31], что пример-

2 sin(2 ),frB E ft
C
π= π

Рис. 3.  Изменение температуры (а) и концентрации СО2 (б) на глубине 10 (кривая 1), 20 (кривая 2) и 40 мм (кривая 3)
от вершины муравейника на ЭП напряженностью 10 кВ/м, включенного с 30-й по 60-ю минуту (по работе [20], с
изменениями). 
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но на три порядка превышает МП, возникающее
при генерации ЭП напряженностью 15 кВ/м. 

На суточные вариации МП Земли реагируют
пчелы-сигнальщицы (танцовщицы). Они в тече-
ние дня «ошибаются» в указании направления на
указываемую цель полета, отклоняя от нее до 30–
35° направление прямолинейного пробега. Роль
влияния вариаций МП на «ошибки» пчел-сиг-
нальщиц доказана тем, что в случае компенсации
МП Земли до 0–5% угол максимального отклоне-
ния направления от реального уменьшается в
среднем в 3.4 раза [32].

Но на МП, соответствующие пороговым зна-
чениям чувствительности пчел и ос, эти насеко-
мые не реагируют. Не обнаружено, чтобы пчелы,
содержавшиеся по 200 особей в стеклянных ци-
линдрах, помещаемых в соленоид, реагировали
на МП частотой 50–1000 Гц, индукция которого
достигала 10 Гс [33]. Это на 107 или 108 превосхо-
дило индукцию МП, которая сопутствует генера-
ции ЭП, стимулирующей активное реагирование
пчел или ос. 

Ионизация. При воздействии на пчелиную се-
мью ЭП напряженностью 15 кВ/м в течение 15 мин
концентрация легких, средних и тяжелых ионов с
подвижностью свыше 0.001 см/(В с) не превышает
5 · 103/см3 (измерение проведено счетчиком аэрои-
онов ИТ-8401). 

Судя по внутригнездовой температуре, интен-
сивности и спектральной структуре звуков, гене-
рируемых пчелами, они не реагировали на искус-
ственное (создаваемое тритиевым ионизатором)
увеличение в улье концентрации аэроионов до
2 · 106 см3 [33]. Осы также не реагировали на
ионизацию внутригнездового пространства. 

Вибрации опорного субстрата. Отношение пчел
к вибрациям опорного субстрата прослежено на
пчелах, содержавшихся примерно по 200 особей в
энтомологических садках размером 13 × 116 см.
Зависимость колебаний деревянных стенок сад-
ков от частоты и напряженности ЭП выражается
уравнением A = 0.036A1 f-2, где А – амплитуда
вибросмещения, А1 – изменение амплитуды виб-
роускорения, f – частота ЭП.

При действии ЭП частотой 500 Гц и напря-
женностью 15 кВ/м амплитуда вибросмещения
стенок садка составляла 0.18 ± 0.02 нм. Такие виб-
рации опорного субстрата не возбуждают пчел. У
них порог чувствительности к колебаниям опор-
ного субстрата на частоте 500 Гц составляет около
5 нм [34]. Но это стимулирует у пчел не активиза-
цию, а торможение локомоций [21].

У ос чувствительность субгенуальных органов
к вибрациям опорного субстрата примерно в три
раза ниже, чем у пчел [35]. Поэтому осы, как и
пчелы, не могут воспринимать колебания опор-

ного субстрата, возникающие под действием ЭП,
напряженность которого многократно превосхо-
дит порог чувствительности к этому стимулу. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Природные ЭП и МП существовали на Земле

задолго до появления на ней жизни. В процессе ее
зарождения и эволюции эти физические факто-
ры, взаимодействуя с биоэлектрическими про-
цессами, оказывали влияние на состояние и
функционирование организмов. 

К флуктуациям некоторых естественных ЭП
животные приобрели адаптацию, что выражает-
ся, например, в реагировании пчел и муравьев на
усиление атмосфериков, происходящее при при-
ближении грозового фронта. Для этих насекомых
усиление атмосфериков служит сигналом при-
ближения неблагоприятных погодных условий,
что стимулирует у пчел инстинкт хоминга, а у му-
равьев – защиты муравейника от дождя [9, 12]. 

Преимущественно неадекватно по отноше-
нию к экологической ситуации пчелы, осы и му-
равьи реагируют на интенсивные искусственные
ЭП антропогенной природы. Низкочастотные
ЭП высокой напряженности стимулируют у них
различные аномалии поведения. Насекомые рез-
ко активизируются, покидают свои жилища и
проявляют немотивированную агрессивность. У
пчел некоторое проявление адаптации к ЭП вы-
сокой напряженности при длительном воздей-
ствии выражается в обеспечении электрической
изоляции леткового прохода, который усиленно
покрывается воско-прополисовой смесью
[23,24]. Это защищает пчел, находящихся под ВЛ
ЛЭП, от раздражения наведенными токами при
соприкосновениях с поверхностью леткового
прохода. На теле пчелы, подлетающей к улью под
ЛЭП с напряжением 500 кВ, наводится ток около
4 · 10–4 нА, а под ЛЭП с напряжением 750 кВ –
3 · 10–3 нА [35]. 

В восприятии насекомыми ЭП участвуют спе-
циализированные механорецепторы и/или
неспецифические структуры. Один из механиз-
мов восприятия ЭП основан на притяжении или
отталкивании под действием кулоновских сил
первичных преобразователей механорецепторных
органов, реагирующих на смещение. Под действи-
ем низкочастотных ЭП колеблются антенны и во-
лоски быстроадаптирующихся трихоидных сен-
силл, выполняющих у пчел функцию фонорецепто-
ров [37]. 

Минимальная напряженность однородного
ЭП, отклоняющего волосок быстроадаптирую-
щейся трихоидной сенсиллы пчелы на 1°, состав-
ляет 20–25 кВ/м. Рост неоднородности ЭП, свя-
занный, например, со сближением головами двух
или более пчел, увеличивает угол отклонения во-
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лосков. При сближении головами двух пчел их во-
лоски отклоняются на 1° при напряженности 7–
10 кВ/м [38, 39]. Очевидно, что поэтому одна пче-
ла, находясь на электрически изолированной по-
верхности, не реагирует, а две реагируют на ЭП
напряженностью 50 кВ/м. 

Колебания антенн насекомых воспринимает-
ся джонстоновыми органами. У пчел при одина-
ковой напряженности ЭП максимальное откло-
нение антенн происходит под действием ЭП
частой 50 Гц. На этой частоте при напряженности
5, 7 и 10 кВ/м антенны отклоняются соответ-
ственно на 2, 3 и 6°. Накопление статического за-
ряда на теле пчел, связанное с их активизацией,
влияет на увеличение угла отклонения антенн
[21]. Поэтому ЭП высокой напряженности может
восприниматься джонстоновыми органами ан-
тенн. 

Неспецифический механизм восприятия ЭП
основан на раздражении насекомых наведенными
токами, протекающими в местах их контактирова-
ния между собой и/или токопроводящими по-
верхностями. Частотная характеристика чувстви-
тельности к ЭП определяется в основном величи-
ной наводимого им тока и эффективностью его
контактного действия. Поскольку ток наводится
в покровах тела, характеризующихся высоким со-
противлением, то величина наводимого тока не-
линейно связана с частотой ЭП. Вероятнее всего,
наводимый ток достигает максимума на частоте
около 500 Гц, что согласуется с областью наиболь-
шей чувствительности к ЭП, хотя чувствительность
к току с понижением частоты возрастает [22]. Но
под действием постоянного ЭП ток не наводится.
Поэтому пчелы не реагируют на ЭП постоянного
тока [21].

Высокая вариабельность чувствительности к
ЭП связана с действием ряда случайных факто-
ров. К ним относится изменчивость величины
контактного тока. Она во многом зависит от
электропроводности контактирующих поверхно-
стей, которая определяется их свойствами и со-
стоянием. В местах контакта могут находиться ве-
щества различной электропроводности: корм, ча-
стицы пыли, воска, прополиса и т. п. Кроме того,
с увеличением общей массы агрегирующихся
пчел возрастает величина наводимого тока. В зо-
нах скопления пчел создаются значительные ло-
кальные градиенты напряженности, которые мож-
но рассматривать как вторичные поля, выступаю-
щие в роли дополнительных стимуляторов
возбуждения. По этой причине взаимные ужале-
ния происходят в местах больших скоплений
пчел. Повышению их агрессивности способству-
ет наличие в ЭП токопроводящих тел. Рефлекс
ужаления стимулирует изолированный провод-
ник, на который подается напряжение, составля-
ющее всего несколько десятков вольт. 

С раздражением пчел и муравьев наведенными
токами связана модификация их поведения перед
грозой. На расстоянии 50 км от грозового фронта
напряженность пульсаций ЭП может достигать
10 кВ/м [13, 40], что превышает порог чувстви-
тельности к этому стимулу. С приближением гро-
зового фронта у пчел-фуражиров, находящихся
на цветках, возрастает частота прерывания на-
полнений зобика [41]. Это стимулирует у пчел по-
вышение агрессивности и возвращение в ульи. У
муравьев раздражение наведенными токами ас-
социируется с опасностью, стимулирующей за-
крытие входных отверстий в муравейнике. 

Таким образом, пчелы, осы и муравьи реагиру-
ют на искусственные низкочастотные ЭП высо-
кой напряженности, хотя не обладают для этого
специализированными рецепторами. Но, ис-
пользуя преимущественно неспециализирован-
ные средства восприятия ЭП, пчелы приобрели
инстинкты хоминга, а муравьи – защиты мура-
вейника перед ненастной погодой. Предвестни-
ками непогоды служат у пчел и муравьев атмо-
сферики, интенсивность которых возрастает при
приближении грозового фронта, усиливающего
вариации напряженность ЭП. Пчелы, обладая
совершенными средствами связи, изменяют ука-
зание координат источника корма соответствен-
но суточным вариациям магнитного поля Земли. 
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Perception and Specificity of Behavioral Effects observed in Honey Bees, Paper Wasp, 
and Red Wood Ants in Response to Low Frequency Electric Field 
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Bees, wasps and ants have no specialised receptors for electroreception. An adequate response to naturally oc-
curring electric charge in bees and ants is related to the effects of atmospherics produced due to less distant
thunderstorms. Perception of low-frequency high-voltage electric field in insects involves activation of pri-
mary transduction elements of mechanoreceptors reflecting their movements. The nonspecific mechanism
of electroreception is triggered when insects while in contact with each other and / or electrically conductive
surfaces are stimulated with electric fields. The frequency response of the sensitivity to electric fields is deter-
mined mainly by the magnitude of the electric current used and its intensity between insect bodies and/or
conductive material. The magnitude of the current used for the insect body is nonlinearly related to the elec-
tric field frequency. The region with the highest sensitivity to electric field is at about 500 Hz, which is con-
sistent with the maximum value of the current used. Herewith, the threshold of sensitivity to electric field in
wasps and bees are about 0.04 kV/m and 0,45 kV/m, respectively. Ants exposed to electric fields ranging be-
tween 7–10 kV/m show impairment in locomotion. The magnetic fields and ionization associated with the
generation of electric fields up to 15–20 kV/m do not stimulate behavioral changes in bees.

Keywords: bees, wasps, ants, electric field, sensitivity, behavior anomalies, adequate response
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На многоклеточных препаратах миокарда правого и левого желудочков здоровых контрольных
крыс и крыс с врожденной артериальной гипертензией показана зависимость кинетики внутрикле-
точного кальция и длительности потенциала действия кардиомиоцитов от возраста животных. В
препаратах миокарда контрольных и гипертензивных крыс кинетика спада свободного внутрикле-
точного кальция с возрастом замедляется, а различия между группами минимизируются. При этом
сглаживается фаза кратковременного замедления спада внутриклеточного кальция, отчетливо вы-
раженная в правом желудочке молодых гипертензивных крыс. С возрастом длительность реполяри-
зации в кардиомиоцитах обоих желудочков у крыс контрольной и спонтанно гипертензивной групп
уменьшается, однако в препаратах правого желудочка контрольных крыс она всегда остается боль-
шей по отношению к миокарду гипертензивных крыс. Таким образом, впервые экспериментально
получены данные о возрастной динамике некоторых характеристик электромеханического со-
пряжения в миокарде крыс с врожденной артериальной гипертензией, которые свидетельствуют о
развитии спонтанной гипертрофии, вероятно, вызванной активацией ренин-ангиотензиновой си-
стемы. 

Ключевые слова: миокард; возраст; гипертензия; кинетика свободного внутриклеточного кальция;
потенциал действия.
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Длительное действие гипертензии является
одной из основных причин развития гипертро-
фии сердца и сердечной недостаточности. Суще-
ствует несколько экспериментальных моделей
развития артериальной гипертензии, и, как пра-
вило, у большинства моделей механизмы иници-
ации гипертензии запускаются практически сра-
зу после воздействия (инъекции активных ве-
ществ, различные перевязки и т.д.). Отно-
сительно недавно появились линии крыс с гене-
тически обусловленной гипертензией, которая
развивается постепенно. Одна из таких линий –
это широко известная линия спонтанно-гипер-
тензивных крыс (SHR), вторая – выведенная в

России линия с генетически обусловленной
стресс-чувствительной артериальной гипертен-
зией (ISIAH – Inherited Stress-Induced Arterial Hy-
pertension) [1, 2]. Представляет интерес исследо-
вать изменения биофизических характеристик
миокарда крыс линии ISIAH в ходе развития ги-
пертензии.

Известно, что гипертрофия проявляется ря-
дом изменений в системе электромеханического
сопрìяжения возбуждения с сокращением мио-
карда и, в частности, в изменении длительности
потенциала действия и кинетики свободного
Ca2+ в миоцитах [3]. Также на кинетику Ca2+ и
длительность потенциала действия влияет и воз-
раст [4]. Для того чтобы сопоставить данные из-
менений кинетики цитозольного Ca2+ и длитель-
ности потенциала действия от возраста и посте-
пенного развития гипертрофии, исследование
проводили на самцах крыс двух возрастов – полу-
тора- и семимесячных. В качестве контрольных
(нормотензивных) животных использовали крыс

Сокращения: SHR – линия спонтанно-гипертензивных
крыс (Spontaneously Hypertensive Rats), ISIAH – линия
крыс с генетически обусловленной стресс-чувствительной
артериальной гипертензией (Inherited Stress-Induced Arte-
rial Hypertension), WAG – линия нормотензивных крыс
Wistar Albino Glaxo, WKY – линия нормотензивных крыс
Wistar-Kyoto, [Ca2+]i – ионы несвязанного цитозольного
кальция.
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линии WAG (Wistar Albino Glaxo), в качестве экс-
периментальных (гипертензивных) – крыс линии
ISIAH с генетически обусловленной стресс-чув-
ствительной артериальной гипертензией. По-
скольку электромеханическое сопряжение в мио-
карде крыс линии ISIAH практически не изучено,
учитывая экспериментально подтвержденную со-
дружественность функций желудочков [5–8],
можно ожидать развитие гипертрофии обоих от-
делов сердца. В связи с этим мы исследовали изо-
лированные препараты правого и левого желу-
дочков сердца животных.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперименты были выполнены на самцах

крыс двух возрастных групп – полутора и семи
месяцев. Исследованы сердечные мышцы нормо-
тензивных крыс линии WAG и гипертензивных
крыс линии ISIAH; полученные данные сопо-
ставлены друг с другом, а также с имеющимися
литературными данными для крыс линии SHR.
Поскольку у генетически модифицированных
крыс гипертензия развивается постепенно, то ис-
следования проводили на изолированных папил-
лярных мышцах и трабекулах правого (RV) и ле-
вого (LV) желудочков сердец крыс линий WAG и
ISIAH для указанных выше возрастов: ISIAH
1.5 мес. (n = 14), WAG 1.5 мес. (n = 9), ISIAH 7 мес.
(n = 8), WAG 7 мес. (n = 14). Для исследования и
анализа сформированы восемь групп исходя из
линии, возраста и отдела сердца: WAG(1.5)-RV,
ISIAH(1.5)-RV, WAG(7)-RV, ISIAH(7)-RV,
WAG(1.5)-LV, ISIAH(1.5)-LV, WAG(7)-LV,
ISIAH(7)-LV.

Артериальное давление у крыс регистрировали
плетизмографическим методом. Измерение про-
водили на наркотизированных самцах крыс ли-
ний ISIAH и WAG семимесячного возраста с ис-
пользованием аппаратного комплекса PowerLab-
30 Series (ADInstruments, США) и программного
комплекса LabChart 7 (ADInstruments, США). В
группах молодых крыс измерение давления пред-
ставляет сложности в связи с малыми размерами
животных, что приводит к высокой вариабельно-
сти данных. Перед процедурой измерения арте-
риального давления крысам внутримышечно
вводили препарат ксилазин в дозе 0.6–0.8 мл/кг,
через 10–15 мин внутримышечно вводили золе-
тил 50 в дозе 0.06 мл/кг внутримышечно. Это поз-
воляло ввести животных в состояние поверх-
ностного наркоза и устранить помехи, обуслов-
ленные мышечной активностью, регистрируемые
пульсоксиметрическим датчиком у активных жи-
вотных.

Затем животных подвергали эвтаназии мето-
дом цервикальной дислокации, извлекали сердце
и помещали в препаровальную ванночку с рас-
твором Кребса–Хенселейта (в мМ): NaCl – 118,

KCl – 4.7, MgSO4 – 1.2, NaHCO3 – 14.5,
KH2PO4 – 1.2, CaCl2 – 2.5, глюкоза – 11.1 при
pH 7.35 и насыщении смесью 95% O2 + 5% CO2. В
раствор добавляли 30 мМ 2,3-бутандион моно-
ксима для предотвращения повреждения препа-
ратов миокарда при их иссечении. Из правого же-
лудочка сердца вырезали тонкие папиллярные
мышцы и трабекулы, из левого – только папил-
лярные мышцы. Извлеченные препараты мио-
карда перемещали в экспериментальную ванну с
проточным раствором Кребса при насыщении
смесью 95% O2 + 5% CO2. Измерения выполняли
при длине препаратов миокарда, равной 95% от
максимальной, температуре 25°C и частоте элек-
трической стимуляции 0.33 Гц.

Для регистрации свечения несвязанного внут-
риклеточного кальция ([Ca2+]i) в кардиомиоци-
тах сердечной мышцы использовали кальцийсвя-
зывающий флуоресцентный краситель fura-2/AM
(Sigma-Aldrich, США) в концентрации 4 мкМ и
специальный агент Pluronic F-127 (Sigma-Aldrich,
США), способствующий проникновению флуо-
рофора сквозь саркоплазматическую мембрану, в
концентрации 0.2%. Перфузию этим раствором
проводили в течение 1 ч, после чего омывающий
раствор вновь заменяли на стандартный раствор
Кребса без флуорофора. Измерения начинали че-
рез 30 мин после замены раствора. Оптическую
регистрацию свечения флуорофора в многокле-
точном препарате выполняли с помощью систе-
мы для исследования мышечной активности
Muscle Research System (Scientific Instruments
GmbH, Германия) на базе инвертированного
эпифлуоресцентного микроскопа Axiovert 200
(Carl Zeiss, Германия). Для возбуждения флуоро-
фора fura-2/AM использовали широкополосную
ртутную лампу и систему вращающихся узкопо-
лосных светофильтров с длиной волны пропуска-
ния 340 и 380 нм (Scientific Instruments GmbH,
Германия). Световой поток эмиссии флуорофора
направляли на светоделительный кубик с поло-
сой пропускания 510/590 нм (FilterSet #21HE,
Carl Zeiss, Германия).

Регистрацию мембранного потенциала в клет-
ках изолированной сердечной мышцы осуществ-
ляли с помощью плавающих стеклянных микро-
электродов с использованием системы Intracellu-
lar Electrometer IE-210 (Warner Instrument
Corporation, США). Микроэлектроды были полу-
чены с помощью пуллера KOPF needle/pipette
puller, model 730 (David KOPF Instruments, США),
заполнены 3 М раствором KCl и с помощью
вставленной внутрь хлорсеребряной проволоки
прикреплены к выносному блоку согласователя
измерительной системы.

Измерительные и задающие периферийные
устройства через АЦП/ЦАП PCI-1716S (AdLink
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Technology Inc., Тайвань) были связаны с персо-
нальным компьютером для регистрации сигналов
с временной дискретностью 0.1 мс. Для онлайн-
измерения использовали собственный пакет про-
граммного обеспечения, работа которого была
реализована в подсистеме реального времени Hy-
perKernel (Arc Systems Ltd., Япония), интегриро-
ванной в ОС Windows XP.

Экспериментальные данные были проверены
на нормальность распределения с использовани-
ем тестов Колмогорова–Смирнова и Лиллифор-
са, Шапиро–Уилка и анализа асимметрии и
эксцесса. Полученные нами данные не имели
нормального распределения, поэтому для стати-
стической оценки результатов были использова-
ны непараметрические методы оценки статисти-
ческой значимости различий между группами
животных (U-тест Манна–Уитни и односторон-
ний дисперсионный анализ Краскела–Уоллиса
для множественных сравнений), различия счита-
лись статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Артериальное систолическое давление и морфо-

метрия миокарда. Для оценки степени гипертро-
фии сердца проведены неинвазивные измерения
систолического артериального давления крови в
хвостовой артерии, а также проанализированы

морфометрические показатели сердец животных.
У семимесячных крыс линии ISIAH обнаружено
достоверное превышение артериального давле-
ния приблизительно в полтора раза по сравнению
с крысами группы WAG того же возраста (табли-
ца). Одним из признаков гипертрофии является
утолщение стенки желудочков и увеличение их
массы [9, 10]. В полуторамесячном возрасте меди-
анное значение массы сердца крыс линии ISIAH
составляло 0.68 г и к семимесячному возрасту до-
стигло 1.1 г, в то время как у крыс линии WAG ме-
дианное значение массы сердца составляло 0.53 г
и 0.8 г соответственно (различия достоверны
между группами для каждого возраста, P < 0.05).
Мы обнаружили, что индекс отношения массы
сердца к массе тела больше у крыс линии ISIAH
по сравнению с крысами линии WAG и с возрас-
том различия стали еще существеннее (0.0037
против 0.0034 в полуторамесячном возрасте и
0.0028 против 0.0023 – в семимесячном возрасте,
см. таблицу). Таким образом, возрастной прирост
массы сердца, нормированной на вес тела, в груп-
пе спонтанно-гипертензивных крыс превышает
прирост в контрольной группе, что можно объяс-
нить развитием гипертрофии сердца в группе
ISIAH. Индекс отношения массы сердца к длине
берцовой кости также больше у крыс линии
ISIAH и с возрастом различия также усилились
(0.0213 против 0.0192 в полуторамесячном воз-

Морфометрические показатели сердец нормотензивных (WAG) и гипертензивных (ISIAH) крыс для двух
возрастных групп (полтора и семь месяцев)

Показатели
Группа

ISIAH, 1.5 мес., n = 14 WAG, 1.5 мес., n = 9 ISIAH, 7 мес., n = 8 WAG, 7 мес., n = 14

Масса тела, г 187.5 (170.0; 196.0) 
* #

159.0 (154.0; 170.0) 
* ##

398.0 (374.0; 416.0) 
#

374.5 (358.0; 393.00) 
##

Ltibia 31.25 (29.30; 31.80) 
* #

27.80 (26.95; 28.30) 
* ##

42.40 (41.45; 43.20) 
** #

39.95 (38.70; 41.40) 
** ##

Масса 
сердца, г

0.6791 (0.5917; 0.7287) 
* #

0.5294 (0.5222; 0.5720) 
* ##

1.0967 (1.0547; 1.1672) 
** #

0.8367 (0.7882; 0.9505) 
** ##

Отношение 
массы сердца 
к массе тела, 

г/г

0.0037 (0.0033; 0.0040) 
* #

0.0034 (0.0033; 0.0034) 
* ##

0.0028 (0.0027; 0.0029) 
** #

0.0023 (0.0022; 0.0024) 
** ##

Отношение 
массы сердца 
к Ltibia, г/мм

0.0213 (0.0189; 0.0241) 
#

0.0192 (0.0187; 0.0194) 
##

0.0254 (0.0250; 0.0274) 
** #

0.0212 (0.0208; 0.0233) 
** ##

Pсист, мм рт. 
ст.

– – 169.3 (142.7; 194.3) 
**

114.7 (104.3; 123.0) 
**

Примечание. Данные представлены в следующем виде: медиана (нижний квартиль, верхний квартиль); Ltibia – длина
берцовой кости, Pсист – систолическое артериальное давление крови в хвостовой артерии. Различия статистически значимы
(U-тест Манна-Уитни, P < 0.05): * – между группами ISIAH 1.5 мес. и WAG 1.5 мес., ** – между группами ISIAH 7 мес. и WAG
7 мес., # – между группами ISIAH 1.5 и 7 мес., ## – между группами WAG 1.5 и 7 мес.
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расте и 0.0254 против 0.0212 – в семимесячном
возрасте), что свидетельствует о прогресси-
ровании гипертрофии сердца спонтанно-ги-
пертензивных крыс наряду с возрастными изме-
нениями.

Кинетика несвязанного внутриклеточного каль-
ция. Кинетику несвязанного кальция в цитозоле
регистрировали в стимулируемых изометрически
сокращающихся изолированных многоклеточ-
ных препаратах миокарда при длине 95% от мак-
симальной. Следует отметить, что абсолютные
величины интенсивности свечения существенно
зависят от: 1) геометрических размеров препара-
та, 2) длительности окраски препарата флуоро-
фором, 3) качества окраски препарата флуорофо-
ром. Для исключения влияния указанных фак-
торов мы сопоставляли нормированные на
собственный максимум кривые интенсивности
свечения флуорофора fura-2/AM при вычтенном
диастолическом уровне, полученные в каждом
препарате. Это позволило выявить особенности в
кинетике [Ca2+]i для препаратов миокарда раз-
личных групп животных.

Было обнаружено, что у крыс линии WAG по-
луторамесячного возраста длительности фазы на-
растания кальциевых переходов ([Ca2+]i) в препа-
ратах миокарда правого и левого желудочков сов-
падают (рис. 1а). При этом у крыс линии ISIAH
фаза нарастания [Ca2+]i в миокарде левого желу-
дочка более чем в два раза длиннее по сравнению
с миокардом правого желудочка. У обеих линий
животных полуторамесячного возраста время
спада [Ca2+]i от пика до уровня <5% амплитуды
[Ca2+]i в миокарде левого желудочка было суще-
ственно больше, чем в миокарде правого желу-
дочка. При этом такое увеличение времени спада

[Ca2+]i (замедление фазы спада) более выражено
в миокарде крыс линии ISIAH. Более того, в от-
личие от крыс линии WAG, у крыс линии ISIAH
хорошо заметно различие характера спада [Ca2+]i
между препаратами миокарда левого и правого
желудочков (ср. рис. 1а и 1б). Спад кальциевого
перехода в миокарде левого желудочка моното-
нен, в то время как в миокарде правого желудочка
имеет выраженную фазу кратковременного за-
медления, формирующую характерный колено-
образный ход спада (так называемая фаза «bump»
[11, 12]). 

С возрастом у крыс обеих линий кинетика спа-
да [Ca2+]i в препаратах миокарда правого желу-
дочка замедляется (рис. 2). Интересно, что при
этом характер спада у крыс линии WAG (рис. 2а)
не изменяется. Напротив, у крыс линии ISIAH
фаза кратковременного замедления спада [Ca2+]i
с возрастом становится менее выраженной за счет
значительного замедления начальной фазы спада
(рис. 2б).

При сопоставлении изменений кинетики
кальциевого перехода ([Ca2+]i) в препаратах мио-
карда правого желудочка у крыс линий WAG и
ISIAH полуторамесячного возраста было обнару-
жено, что характер этого спада является суще-
ственно немонотонным только у крыс линии
ISIAH, так что в начальную фазу спад происходит
быстрее, чем у нормотензивных крыс, но замед-
ляется в более позднюю фазу и происходит позд-
нее, чем у нормотензивных крыс (рис. 3а). Это
обуславливает и то, что общая длительность каль-
циевого перехода в миокарде правого желудочка у
полуторамесячных крыс линии ISIAH на ~25%
больше, чем у контрольных крыс того же возрас-
та. Для препаратов миокарда левого желудочка у

Рис. 1.  Сопоставление кривых кинетики несвязанного цитозольного кальция ([Ca2+]i) для препаратов миокарда пра-
вого и левого желудочков сердец полуторамесячных нормотензивных (линия WAG) (а) и гипертензивных (линия
ISIAH) (б) крыс. Измерения выполнены при длине мышцы 95% от оптимальной длины. Кривые нормированы на соб-
ственный максимум, диастолический уровень вычтен. Данные приведены как среднее для всех препаратов группы
± ошибка среднего.
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крыс линий WAG и ISIAH полуторамесячного
возраста показано, что при врожденной артери-
альной гипертензии спад [Ca2+]i происходит мед-
леннее независимо от уровня этого спада (на-
чальный или более поздний, см. рис. 3б). Инте-
ресно, что у семимесячных крыс линий WAG и
ISIAH не оказалось различий в кинетике роста
или спада [Ca2+]i в препаратах миокарда правого
желудочка (данные не приведены).

В миокарде правого желудочка сердец крыс
линий WAG и ISIAH показано существенное вли-
яние степени растяжения мышцы на характер
спада [Ca2+]i в ее клетках независимо от возраста
животного. Так, если в нерастянутой мышце спад
кинетики кальция монотонен, то при задании
растяжения до 95% от оптимальной длины препа-

рата спад [Ca2+]i при расслаблении сердечной
мышцы в стационарных условиях имеет харак-
терную фазу кратковременного замедления, при-
чем эта фаза более выражена в миокарде крыс с
врожденной артериальной гипертензией. Важно
отметить, что в миокарде левого желудочка этот
эффект отсутствует.

Потенциал действия. Потенциалы действия
кардиомиоцитов крыс линий WAG и ISIAH полу-
тора- и семимесячного возраста имели характер-
ную для миокарда крыс форму, как в препаратах
правого, так и левого желудочка (рис. 4). Наибо-
лее выраженные возрастные отличия зарегистри-
рованы в длительности фазы реполяризации по-
тенциалов действия в препаратах правого желу-
дочка обеих групп крыс (рис. 4а). В правом
желудочке длительность реполяризации была до-

Рис. 2.  Сопоставление кривых кинетики несвязанного цитозольного кальция ([Ca2+]i) для препаратов миокарда
правого желудочка сердец полутора- и семимесячных нормотензивных (линия WAG) (а) и гипертензивных (линия
ISIAH) (б) крыс. Измерения выполнены при длине мышцы 95% от оптимальной длины. Кривые нормированы на
собственный максимум, диастолический уровень вычтен. Данные приведены как среднее для всех препаратов группы
± ошибка среднего.
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Рис. 3.  Сопоставление кривых кинетики несвязанного цитозольного кальция ([Ca2+]i) для препаратов миокарда
правого (а) и левого (б) желудочков сердец полуторамесячных нормотензивных (линия WAG) и гипертензивных
(линия ISIAH) крыс (сопоставление между группами). Измерения выполнены при длине мышцы 95% от оптимальной
длины. Кривые нормированы на собственный максимум, диастолический уровень вычтен. Данные приведены как
среднее для всех препаратов группы ± ошибка среднего.
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стоверно больше в миокарде контрольных крыс, в
сравнении со спонтанно-гипертензивными кры-
сами линии ISIAH. С возрастом у животных экс-
периментальной и контрольной групп длитель-
ность реполяризации уменьшалась. Так, в препа-
ратах миокарда правого желудочка длительность
реполяризации потенциалов действия на уровне
50% амплитуды при частоте стимуляции 0.33 Гц
составляла у полуторамесячных крыс линии WAG
56.1 ± 3.8 мс, а у семимесячных крыс этой же ли-
нии – 43.1 ± 3.7 мс (p = 0.0383, тест Краскела–Уо-
ллиса). В миокарде правого желудочка полутора-
месячных крыс линии ISIAH длительность по-
тенциала действия на уровне 50% амплитуды
составила 30.7 ± 3.1 мс, а у семимесячных крыс
этой же линии – 20.6 ± 1.1 мс (p = 0.0086, тест
Краскела–Уоллиса). В папиллярных мышцах ле-
вого желудочка значимые отличия обнаружены
между группами крыс линии ISIAH полутора- и
семимесячного возраста, длительность потенциа-
ла действия на уровне 50% амплитуды составила
67.8 ± 3.9 мс и 54.6 ± 4.6 мс соответственно (p =
0.0489, тест Краскела–Уоллиса). С возрастом в
обеих группах длительность потенциалов дей-
ствия на уровне 50% амплитуды также уменьша-
ется (рис. 4б).

Для более наглядного представления приведе-
на сводная диаграмма величин длительности по-
тенциалов действия в сердечных мышцах всех ис-
следованных групп (рис. 5). Видно, что в сердеч-
ных мышцах правого и левого желудочка
спонтанно-гипертензивных (ISIAH) и нормотен-
зивных (WAG) крыс длительность потенциалов
действия с возрастом уменьшается. Препараты
миокарда правого желудочка отличаются от тако-

вых для левого тем, что длительность потенциа-
лов действия на уровне 50% амплитуды у крыс
линии ISIAH меньше, чем у крыс линии WAG,
независимо от возраста. В левом желудочке дли-
тельность потенциалов действия зависит только
от возраста крыс нормальной и гипертензивной
групп.

ОБСУЖДЕНИЕ

Различия характеристик кинетики кальцие-
вых переходов ([Ca2+]i), обнаруженных нами в
изолированных многоклеточных препаратах
миокарда желудочков сердец крыс линии ISIAH
(с наследственной артериальной гипертензией) и
в миокарде нормотензивных крыс линии WAG,
не согласуются с литературными данными о раз-
личиях кинетики несвязанного цитозольного
кальция в миокарде крыс со спонтанной артери-
альной гипертензией (SHR) и нормотензивных
крыс линии Wistar-Kyoto (WKY). А именно, в на-
ших экспериментах у крыс линии ISIAH длитель-
ность сигнала свечения [Ca2+]i больше, а ампли-
туда – меньше, в сравнении с таковыми в миокар-
де нормотензивной группы WAG. Большинство
исследований на одиночных вентрикулярных
кардиомиоцитах крыс линий SHR и WKY в воз-
расте от одного до шести месяцев показывают,
что амплитуда [Ca2+]i выше у гипертензивных
животных [3, 13, 14]. При этом длительность
[Ca2+]i в миокарде гипертензивных крыс не изме-
няется [13] или же возрастает [15], как это показа-
ли мы в нашем исследовании. По другим данным,

Рис. 4.  Сопоставление потенциалов действия кардиомиоцитов препаратов миокарда правого (а) и левого (б)
желудочков сердец полутора- и семимесячных нормотензивных (линия WAG) и гипертензивных (линия ISIAH) крыс.
Измерения выполнены при длине мышцы 95% от оптимальной длины. Данные приведены как среднее для всех
препаратов группы ± ошибка среднего.
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ни амплитуда, ни длительность [Ca2+]i у крыс со
спонтанной гипертензией не изменяются [16]. 

Обратное соотношение длительности потен-
циалов действия в миокарде нормотензивных и
гипертензивных крыс, показанное в нашей рабо-
те, также противоречит большинству литератур-
ных данных о соотношении длительности потен-
циалов действия в нормальном и гипертрофиро-
ванном миокарде. Как и в большинстве моделей
гипертрофии сердца животных, миокард крыс
линии SHR характеризуется увеличением дли-
тельности потенциалов действия [14]. Этот фено-
мен был впервые описан в работах на многокле-
точных препаратах [17]. Показано значительное
увеличение длительности потенциалов действия
в миокарде крыс линии SHR по сравнению с кры-
сами линии WKY: на уровне 50% амплитуды он
был равен 39.8 ± 18.9 мс у крыс линии SHR и
10.0 ± 2.7 мс – у крыс линии WKY [3]. Также по-
казано удлинение потенциалов действия в кар-
диомиоцитах левого желудочка двух- и семнадца-
тимесячных самцов спонтанно-гипертензивных
крыс (SHR) по сравнению с нормотензивными
крысами (WKY) при частоте стимуляции 0.2 Гц и
температуре 35°С [18]. 

В гипертрофированных сердцах крыс удлине-
ние потенциалов действия обусловлено падением
плотности реполяризующего калиевого тока Ito.
Этот феномен прямо связан с длительностью ги-
пертензии. Ток Ito играет ведущую роль в фазе ре-
поляризации потенциала действия в миокарде

крысы [19]. При этом показано, что плотность
медленного кальциевого тока (IСаL) была незна-
чительно изменена в гипертрофированных мио-
цитах крыс линии SHR, по сравнению с кон-
трольными крысами. Поскольку удлинение по-
тенциалов действия показано на одиночных
кардиомиоцитах, авторы приходят к выводу, что
это может быть связано только с изменением
свойств мембраны [18]. 

Кроме этого, нами впервые получены данные
о кинетике внутриклеточного кальция ([Ca2+]i),
потенциалах действия и морфометрических ха-
рактеристиках препаратов миокарда левого и
правого желудочков сердец крыс линии ISIAH в
ходе развития возрастных изменений.

Обнаружено полуторакратное превышение
артериального давления у семимесячных крыс
линии ISIAH в сравнении с WAG того же возрас-
та, что свидетельствует о развитии выраженной
артериальной гипертензии. Превышения показа-
телей массы сердца, а также индексов отношения
массы сердца к массе тела, либо к длине берцовой
кости для крыс линии ISIAH в сравнении с WAG,
усиливающиеся с возрастом, указывают на разви-
тие прогрессирующей гипертрофии сердца. По-
казаны существенные отличия не только в дли-
тельности фаз нарастания и спада концентрации
Ca2+, но и в характере спада кальциевого перехо-
да в препаратах миокарда правого желудочка
крыс линии ISIAH относительно препаратов из

Рис. 5.  Усредненные значения длительности потенциала действия на уровне 50% амплитуды потенциала действия
(ДПД50) в кардиомиоцитах папиллярных мышц правого (а) и левого (б) желудочков сердец самцов полутора- и
семимесячных нормотензивных (линия WAG) и гипертензивных (линия ISIAH) крыс. Измерения выполнены при
длине мышцы 95% от оптимальной длины. Данные приведены как среднее для всех препаратов группы ± ошибка
среднего. Различия статистически значимы (тест Краскела–Уоллиса, p < 0.05): * – WAG 1.5 мес. по сравнению с WAG
7 мес. (правый желудочек), ^ – ISIAH 1.5 мес. по сравнению с ISIAH 7 мес. (правый желудочек), # – WAG 1.5 мес. по
сравнению с ISIAH 1.5 (правый желудочек), ° – WAG 7 мес. по сравнению с ISIAH 7 мес. (правый желудочек), ^^ –
ISIAH 1.5 мес. по сравнению с ISIAH 7 мес. (левый желудочек).
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левого желудочка сердец крыс той же линии, а
также относительно нормотензивных животных. 

Существенные изменения длительности по-
тенциалов действия найдены нами в препаратах
правого отдела. Длительность потенциалов дей-
ствия на уровне 50% амплитуды у препаратов
правого желудочка крыс линии ISIAH меньше,
чем у крыс линии WAG, независимо от возраста.
В левом желудочке длительность потенциалов
действия зависит только от возраста животных,
как для нормотензивной, так и для гипертензив-
ной групп. Представленные результаты также
подтверждают развитие гипертрофии сердца у
крыс линии ISIAH, так как укорочение потенци-
алов действия, наблюдаемое при ишемии или по-
давлении метаболизма, в большей степени выра-
жено в клетках гипертрофированных желудоч-
ков, по сравнению со здоровыми сердцами [20]. 

По современным данным запуск одного из ос-
новных механизмов развития гипертрофии про-
исходит через высвобождение и активацию ан-
гиотензина II [22]. Можно предположить, что ме-
ханизм развития гипертензии у крыс линии
ISIAH опосредует активацию ангиотензина II.
Это проявляется в укорочении длительности по-
тенциалов действия по сравнению с контрольны-
ми препаратами миокарда, как показано при ак-
тивации AT1-рецепторов ангиотензина II [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, совокупность представленных

морфометрических, биомеханических, электро-
физиологических и кальциевых характеристик
позволяет предположить, что развитие гипертро-
фии в миокарде правого и левого желудочков сер-
дец самцов спонтанно-гипертензивных крыс ли-
нии ISIAH хотя и отличается от таковой в мио-
карде крыс линии SHR, но имеются и общие
черты. Необходимо заметить, что корректно со-
поставлять характеристики сократимости каждой
из двух линий спонтанно-гипертензивных жи-
вотных лишь относительно исходной линии нор-
мотензивных животных. По нашим данным и по
данным других авторов, гипертрофия миокарда,
развивающаяся в ответ на постепенно нарастаю-
щую гипертензию в сердцах крыс линии ISIAH
(или линии SHR), отличается по свойствам элек-
тромеханического сопряжения от гипертрофии
миокарда, развивающейся в ответ на длительную,
но внезапно предъявляемую нагрузку. В этом от-
ношении гипертрофия сердца животных этих
двух линий наиболее близка к гипертрофии мио-
карда при эссенциальной гипертензии человека.
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The Kinetics of Intracellular Calcium and Action Potential in The Ventricular 
Myocardium of Spontaneously Hypertensive ISIAH Rats 
 A.A. Balakin, O.N. Lookin, D.A. Kuznetsov, and Yu.L. Protsenko

Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences,
ul. Pervomayskaya 106, Yekaterinburg, 620049 Russia

The multicellular myocardial preparations from the right and left ventricles of healthy rats (control group)
and rats with inherited stress-induced arterial hypertension (ISIAH group) were used to show the animal age
dependent differences in the kinetics of intracellular calcium transient ([Ca2+]i) and the action potential du-
ration in cardiomyocytes. In rat myocardial preparations from control and ISIAH groups, the kinetics of the
decline of [Ca2+]i slows down with age and the differences in [Ca2+]i between groups become mild. At the
same time, the short-term [Ca2+]i decline phase clearly expressed in the right ventricle of young hypertensive
rats is smoothed out. The time course of action potential repolarization in the left and right ventricular car-
diomyocytes from control and ISIAH groups tends to be shorter with age. However, in preparations of the
right ventricle of control rats, the duration of repolarization remains greater than that in preparations of hy-
pertensive rats. Thus, experimental data on some characteristics of age-dependent electromechanical cou-
pling dynamics in the myocardium of rats with inherited stress-induced arterial hypertension were obtained
for the first time. Our results indicate that spontaneous hypertrophy seems to develop due to activation of the
renin-angiotensin system.

Keywords: myocardium; age; hypertension; kinetics of free intracellular calcium; action potential
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Сосудистые сети обладают свойствами самоподобия, что позволяет рассматривать их как стохасти-
ческие фракталы. Для оценки параметров фрактальной структуры традиционно используется метод
«Box-counting» на основе расчетов по центральной линии сосуда. Подобный алгоритм не позволяет
учитывать различия структур между разными уровнями бифуркации системы, характеризующими-
ся природным свойством изменения калибра сосудов. При этом расхождение между значениями
фрактальной размерности может превышать 20%. В данной работе предложен подход, позволяю-
щий избежать недооценки сложности системы для низких порядков бифуркации и крупных сосу-
дов. На основе построенного артериального дерева мозга крысы показано, что при увеличении по-
казателя ветвления и показателя затухания длины ветви происходит увеличение значения фрак-
тальной размерности. Полученные значения наиболее полно отражают свойства артериального
дерева с учетом реальной геометрии сосудов, и их предлагается использовать для оценки трехмер-
ных сосудистых сетей. 

Ключевые слова: артериальная система, ветвление кровеносных сосудов, компьютерное моделирование,
фрактальная размерность.
DOI: 10.31857/S0006302920030199

Основная функция сосудистой системы состо-
ит в обеспечении всех клеток организма кислоро-
дом и другими жизненно важными метаболита-
ми. Для наиболее эффективного выполнения
данной задачи артериальное дерево должно пред-
ставлять из себя ветвящуюся систему, при этом
бифуркация является наиболее распространен-
ной формой деления на каждом шаге [1]. В связи
с чрезвычайной сложностью и многоуровнево-
стью топологии сосудистой сети отсутствует од-
нозначное мнение о том, какие параметры ис-
пользовать для описания структуры кровеносных
сосудов. Кроме того, необходим критерий нор-
мального развития, позволяющий диагностиро-
вать заболевания. Для решения этих проблем
применялся фрактальный анализ при оценке раз-
личных здоровых и патологических кровеносных
систем [2, 3]. Сосудистые сети не являются строго
фрактальными, поскольку они не проявляют
масштабную инвариантность на бесконечном
диапазоне, однако они обладают свойствами са-
моподобия, так как процесс ветвления на каждом
этапе одинаков, следовательно, сосудистая си-
стема носит фрактальный характер и может рас-
сматриваться как псевдофрактал [4]. Было пока-
зано, что, по крайней мере, артериальная система

мозга представляет собой совокупность двух ком-
понент: однородно заполняющей пространство
капиллярной сети и разветвленной фрактальной
структуры более крупных сосудов [5]. В фрак-
тальной геометрии свойства самоподобных
структур, наблюдаемых в широком спектре по-
следовательных бифуркаций, оцениваются коли-
чественно с использованием фрактальной раз-
мерности (FD), которая является мерой сложно-
сти структур [6]. Ее можно рассматривать как
количественное определение заполнение про-
странства, аналогичное анализу плотности сосу-
дов [7]. Так, в случае двумерной разветвляющейся
сети, чем ближе значение фрактальной размер-
ности к двум, тем более эффективно дерево за-
полняет пространство, так как верхний предел
фрактального измерения соответствует тополо-
гическому измерению. Оценка фрактальной раз-
мерности была использована для характеристики
сетчатки человека [8], различных опухолевых об-
разований [9, 10], а также для анализа трехмерно-
го артериального дерева легких человека, полу-
ченного с использованием данных компьютер-
ной томографии [11]. Кроме того, в нескольких
исследованиях были оценены фрактальные изме-
рения 2D-проекций сосудистой системы легких
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пациентов [12]. Оценка фрактальной размерно-
сти широко используется для характеристики со-
судистых сетей при различных заболеваниях. Так,
например, уменьшение фрактальной размерно-
сти легочного артериального дерева по данным
КТ-ангиографии связывают с ухудшением выжи-
ваемости в исследовании людей с легочной ги-
пертензией [13], а также с повышенным риском
развития инсульта [14]. Была выдвинута гипотеза,
что любая патологическая морфология сосуди-
стого дерева приводит к уменьшению фракталь-
ной размерности [15]. В настоящей работе фрак-
тальный анализ был применен для оценки струк-
туры в модели артериального дерева мозга крысы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для того чтобы анатомически корректно отра-
зить структуру церебральной сети, модельное
представление артериального дерева было разде-
лено на детерминированную и стохастическую
части в зависимости от калибра сосуда. Основные
артерии головного мозга, имеющие больший ра-
диус, а также топология которых достаточно кон-
сервативна у большинства образцов, представля-
ют собой детерминированную структуру, что
позволяет максимально точно воспроизвести ха-
рактерную топологию крупных артерий. Пред-
ставление артерий детерминированной части
было реализовано в виде упорядоченной сово-
купности цилиндров, для каждого из которых за-
давились радиусы и координаты центров их осно-
ваний, где радиус цилиндра соответствовал ради-
усу сосуда. Диаметры основных артерий мозга
крысы, использованные для построения базового
уровня, были рассчитаны на основе изображений
сосудов мозга крысы.

Более мелкие сосуды, являющиеся ответвле-
ниями от основных артерий, были выделены в от-
дельную стохастическую структуру. Стохастиче-
ская часть реализуется в виде бинарного дерева,
что согласуется с данными морфометрического
анализа, в ходе которого было установлено, что
практически всегда при ветвлении сосудистой
системы образуется бифуркация [16, 17]. При та-
кой форме ветвления материнская ветвь (i) разде-
ляется на два дочерних сосуда (2i+1, 2i+2),
каждый из которых в свою очередь образует би-
фуркацию вплоть до достижения уровня, соот-
ветствующего минимальному радиусу сосуда, ко-
торый в данной модели соответствует 8 мкм. При
этом процесс генерации каждой единичной би-
фуркации состоит из нескольких ключевых эта-
пов (рис. 1). В качестве входных параметров вы-
ступают радиус, длина и координаты узлов мате-
ринской ветви, а также значения ключевых
параметров модели, которые определяют геомет-
рию ветвления дерева в целом. Уменьшение длин
дочерних сосудов относительно длины материн-
ской ветви характеризуется показателем затуха-
ния длины ветви (λ): 

L2i+1, 2i+2 = λLi . (1)

Взаимосвязь между радиусом материнской
ветви и радиусами левой и правой дочерних вет-
вей устанавливается бифуркационным законом,
также известным как закон Мюррэя [18]:

(2)
где γ – показатель ветвления, значения которого,
согласно литературным данным, варьируют от
двух до трех [19, 20]. Генерация нормализованных
радиусов дочерних сосудов происходит в диапа-
зоне, определенном радиусом материнской ветви
и минимальным радиусом:

(3)

где Rlow – минимальный радиус в артериальной
системе; U(0,1) – стандартное равномерное рас-
пределение. Наряду с радиусами и длинами до-
черних сосудов происходит генерация азимуталь-
ных углов: 

φ2i+1 = 2πU(0,1),

φ2i+2 = φ2i+1 + π. (4)

Далее на основе нормализованных радиусов
рассчитываются бифуркационные углы между
дочерними ветвями:

(5)

 С использованием полученных координат
терминальных узлов исключаются пересечения
между сосудами путем вычисления расстояний до
ближайших бифуркаций. В данной работе гене-
рация артериальной системы происходит в про-
странстве, ограниченном геометрическими раз-
мерами фантома мозга крысы, поэтому на
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последнем этапе проверяется локализация тер-
минальных узлов внутри заданной области:

(6)

где ci,j и Ri,j – координаты центра и величины по-
луосей i-го эллипсоида. Фантом мозга крысы был
построен с использованием аппроксимации моз-
га системой эллипсоидов, геометрические пара-
метры которых были получены на основе оциф-
ровки изображений головного мозга крысы.

Артериальные деревья, построенные с исполь-
зованием предложенного подхода, были исполь-
зованы для оценки фрактальной размерности ме-
тодом «Box-counting» [21]. Для заданной фрак-
тальной структуры, встроенной в d-мерный
объем, метод состоит в разбиении пространства
структуры на d-мерную сетку переменного разме-
ра. Количество непустых ячеек N(r) размера r, не-
обходимых для покрытия фрактальной структу-
ры, зависит от r: 

N(r) ~ r–FD, (7)
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где FD – фрактальная размерность заданной
структуры. Алгоритм «Box-counting» подсчитыва-
ет количество непустых ячеек для различных зна-
чений r. Значение фрактальной размерности рас-
считывается на основе линейной аппроксимации
логарифмической кривой:

(8)

На рис. 2 показан пример расчета фрактальной
размерности двумерного артериального дерева,
построенного на основе алгоритма, представлен-
ного выше. В описанном примере каждый сосуд
для расчета был представлен центральной лини-
ей, что не позволяет учитывать влияние радиуса
сосуда на величину фрактальной размерности
(рис. 3а). Следует отметить, что радиус сосуда яв-
ляется одной из важнейших геометрических ха-
рактеристик единичной ветви, определяющей то-
пологию артериального дерева в целом. В связи с
этим был разработан подход, позволяющий более
точно оценивать сложность сосудистой сети. По-
верхность каждого сосуда равномерно разбивает-
ся на полигоны, среднее значение длины ребер

0

log ( )lim .
1logr

N rFD

r
→

=

Рис. 1.  Алгоритм моделирования единичной бифуркации.
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которых составляет величину порядка двух мик-
рометров (рис. 3б).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Основное влияние на пространственное рас-

положение сосудов и топологию артериального
дерева оказывают показатели бифуркации (γ) и
затухания длины ветви (λ). В большей степени это
относится к стохастической части системы, по-
скольку геометрия крупных артерий является ме-
нее вариабельной. В качестве дополнительных
параметров, ограничивающих сложность систе-
мы, выступают пространство построения сосуди-
стой системы (Ω) и минимально возможный ра-
диус сосуда (Rlow), которые является биологиче-

скими особенностями исследуемого объекта. Для
оценки прямого влияния ключевых параметров
модели на топологию сосудистой системы без
учета ограничивающих факторов были построе-
ны двумерные единичные дочерние деревья на
основе описанных выше принципов для различ-
ных значений показателя ветвления (рис. 4) и по-
казателя затухания длины ветви (рис. 5). В пред-
ставленных моделях радиус материнского сосуда
принимали равным 40 мкм, далее происходило
построение сосудистого дерева до достижения за-
данного радиуса ветви, который соответствовал
5 мкм. Из приведенных моделей видно, что при
увеличении показателя ветвления плотность со-
судов заметно увеличивается. В свою очередь,
увеличение показателя затухания длины ветви

Рис. 2.  Схематическое представление метода измерения фрактальной размерности на примере двумерной артериаль-
ной сети методом «Box-counting»: (а) – двумерное артериальное дерево, построенное с использованием предложенно-
го подхода; (б) – последовательное разбиение пространства на сетку переменного размера с выделением ячеек, по-
крывающих структуру артериального дерева.

(а)                                                                            (б)

Рис. 3.  Представление единичной бифуркации для расчета фрактальной размерности: (а) – сосуды аппроксимирова-
ны центральной линией; (б) – поверхность сосудов представлена совокупностью полигонов.

(а)                                                                          (б)
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приводит к формированию сосудистой системы,
обеспечивающей большую область покрытия.
Для того чтобы количественно определить запол-
нение пространства, были рассчитаны значения
фрактальной размерности для каждого из постро-
енных деревьев. С увеличением как показателя
ветвления, так и показателя затухания длины вет-
ви величина фрактальной размерности увеличи-
вается. Это согласуется с экспериментальными
данными о различных патологических морфоло-
гиях сосудистого дерева, при которых фракталь-
ная размерность уменьшается [22–24]. Следует
отметить, что диапазон изменения FD системы
шире при изменении величины показателя ветв-
ления (ΔFD = 0.13), и сложность системы в боль-
шей степени определяется ее разветвленностью.

В случае анализа медицинских изображений
сосудистых систем фрактальная размерность, как
правило, оценивается на основе двумерных про-
екций [13, 25]. Это связано как со сложностью по-
лучения полной трехмерной структуры, так и с
невозможностью автоматической сегментации
отдельного сосуда для объемного представления,
что приводит к необходимости линейной аппрок-
симации. Несмотря на это, оценка сложности си-
стемы по двумерным проекциям наименее за-

тратна с точки зрения вычислительных ресурсов
и дает эффективный способ первичной оценки
параметров модели исходя из имеющихся экспе-
риментальных данных. Пример применения ал-
горитма «Box-counting» для расчета фрактальной
размерности аксиальной проекции артериальной
системы мозга крысы представлен на рис. 6. Были
получены зависимости фрактальной размерности
от показателя бифуркации и затухания длины
ветви для случая аксиальной проекции (рис. 7).
Характер роста FD сопоставим со случаем еди-
ничных двумерных деревьев, однако абсолютные
значения в среднем выше на 0.36, а уменьшение
диапазона ΔFD связано с наличием маловариа-
бельной структуры крупных артерий, не подчи-
няющихся бифуркационному принципу ветвле-
ния. При высоких значениях показателей γ и λ
фрактальная размерность приближенно равна
1.83, что согласуется с экспериментальными дан-
ными и результатами моделирования, согласно
которым фрактальная размерность превышает
1.80 [26, 27].

Наибольший интерес представляет анализ
фрактальной размерности полной трехмерной
сосудистой системы. В связи с этим была иссле-
дована зависимость фрактальной размерности от

Рис. 4.  Двумерные сосудистые деревья, построенные при различных значениях показателя ветвления (γ). Величина
показателя затухания длины ветви (λ) принималась равной 0.90. Приведенные значения фрактальной размерности
получены методом «Box-counting» по центральной линии сосудов.
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Рис. 5.  Двумерные сосудистые деревья, построенные при различных значениях показателя затухания длины ветви (λ).
Величина показателя ветвления (γ) принималась равной 3.0. Приведенные значения фрактальной размерности
получены методом «Box-counting» по центральной линии сосудов.

λ = 0.80

FD = 1.42

λ = 0.82

FD = 1.43

λ = 0.84
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λ = 0.88
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Рис. 6.  Пример применения алгоритма «Box-counting» для расчета фрактальной размерности аксиальной проекции
модельных артериальных систем мозга крысы при различных значениях ключевых параметров: (а) – γ = 3.0, λ = 0.80;
(б) – γ = 2.3, λ = 0.90; (в) – γ = 3.0, λ = 0.90. 

(а)                                               (б)                                             (в)

параметров модели для трехмерного артериаль-
ного дерева мозга крысы (рис. 8). Как видно из
приведенного графика, при значениях показате-
ля бифуркации, близких к трем, фрактальная раз-
мерность превышает 2.05 в случае оценки по цен-
тральной линии сосуда (FDline). Несмотря на то

что изменение показателя ветвления влияет в
первую очередь на разветвленность сети и, как
следствие, на величину фрактальной размерно-
сти, увеличение калибров дочерних сосудов при
росте γ является существенным. Кроме того,
средние и модальные значения относительной
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длины сосудов для артериальной системы мозга
крысы составляют 16 и 10 соответственно [28].
Это говорит о том, что для большого количества
сосудов линейная аппроксимация не является
эффективной, а недооценка величины фракталь-
ной размерности при расчете по центральной ли-
нии существенна. Для оценки влияния радиуса
сосуда на сложность такой системы поверхность
каждого сосуда была представлена в виде сово-
купности полигонов. Для всех зависимостей ха-
рактерно увеличение FDpoly, а средняя разница
при оценке фрактальной размерности между дву-
мя методами расчета составляет 0.11. Полученные
значения фрактальной размерности в полной ме-

ре отражают влияние параметров артериального
дерева с учетом точной геометрии сосудов, и
предлагается использовать их для оценки трех-
мерных сосудистых сетей. 

Как было показано ранее, для максимального
соответствия бифуркационной модели артери-
ального дерева мозга крысы пространство пара-
метров {γ, λ} должно быть строго ограничено сни-
зу. Системы с низким значением показателя би-
фуркации (γ < 2.9) показывают недостаточную
разветвленность, степень симметричности и не
обеспечивают необходимого объема артериаль-
ной крови [29, 30]. В свою очередь, артериальная
система, эффективная с точки зрения топологии

Рис. 7. (а) – Зависимость фрактальной размерности аксиальной проекции артериального дерева от показателя
ветвления (γ); (б) – зависимость фрактальной размерности аксиальной проекции артериального дерева от показателя
затухания длины ветви (λ). Результаты представлены в виде M ± SD для 20 независимо сгенерированных артериальных
систем мозга крысы для каждого из расчетов.
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Рис. 8. (а) – Зависимости фрактальной размерности трехмерного артериального дерева от показателя ветвления (γ);
(б) – зависимости фрактальной размерности трехмерного артериального дерева от показателя затухания длины ветви
(λ). Результаты представлены в виде M ± SD для 20 независимо сгенерированных артериальных систем мозга крысы
для каждого из расчетов.
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сосудов, может быть получена только при опти-
мальном значении обоих ключевых параметров
(γ = 3.0; λ = 0.90) [28]. Ограничение радиуса сосу-
дов на уровне метартериол связано с тем фактом,
что микрокапилярные русла, как правило, не
подчиняются бифуркационным законам ветвле-
ния и представляют собой хаотические сетепо-
добные структуры [31]. Пример оптимального ар-
териального дерева приведен на рис. 9.

Приведенные выше результаты позволяют
оценить как значения фрактальных размерностей
для различных артериальных деревьев в целом,
так и учитывать влияние основных бифуркаци-
онных параметров на сложность системы. В свою
очередь, внутри одной артериальной системы
фрактальная размерность локальных участков
может существенно различаться несмотря на тот
факт, что и законы ветвления (разделение мате-
ринской ветви строго на два дочерних сосуда) и
ключевые параметры внутри одного дерева оста-
ются неизменными.

Для артериального дерева с оптимальными
значениями обоих параметров был проведен ана-
лиз зависимости фрактальной размерности от по-
рядка ветвления для двух вариантов представле-
ния сосудов (рис. 10). Как видно из приведенных

графиков, с увеличением порядка ветвления ве-
личина FD возрастает, причем максимальной
рост сложности системы наблюдается на первых
пятнадцати порядках бифуркации в обоих случа-
ях. Однако при методике расчета по центральной
линии диапазон изменения фрактальной размер-
ности существенно больше (от 1.42 до 2.08), тогда
как при использовании полигонального пред-
ставления – от 1.77 до 2.18. Следует также отме-
тить, что граничному порядку ветвления, разде-
ляющему артериальную систему на «распределя-
ющие» и «доставляющие» сосуды [32, 28],
соответствует рост сложности в 61 и 55% для ли-
нейного и полигонального представления соот-
ветственно.

Калибр сосудов не зависит напрямую от по-
рядка ветвления, так как при увеличении порядка
бифуркации симметричность сосудов значитель-
но возрастает [33, 29]. Это связано с различными
функциями двух типов сосудов: сосуды с преиму-
щественно асимметричными бифуркациями да-
ют относительно небольшой поток в боковые вет-
ви при делении и, следовательно, способны пере-
носить кровь на большие расстояния; более
симметричная бифуркационная структура распа-
дается на многочисленные мелкие ветви, которые

Рис. 9. Модель артериального дерева мозга крысы, построенная на основе оптимальных значений бифуркационных
параметров (γ = 3.0, λ = 0.90). Минимальный радиус сосудов ограничен 8 мкм, что соответствует уровню
терминальных артериол.
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снабжают окружающие ткани кровью. Был про-
веден анализ зависимости фрактальной размер-
ности от радиуса сосуда (рис. 11). Минимальный
радиус соответствует радиусу терминальных арте-
риол, который в предложенной модели равняется
8 мкм, а максимальное значение – артериям. С
помощью полученных зависимостей можно оце-
нить фрактальную размерность артериального
дерева различной степени сложности. Так, на-
пример, фрактальная размерность системы, со-
стоящей только из артерий, радиус которых со-
ставляет 50 – 80 мкм, варьируется от 1.78 до 1.87
(таблица). Как и в случае предыдущего анализа,

больший разброс значений FD позволяет сделать
вывод о недооценке сложности системы при рас-
чете по центральной линии, особенно для низких
порядков бифуркации и крупных сосудов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В качестве критерия оценки структуры по-

строенного сосудистого дерева была использова-
на методика расчета фрактальной размерности,
позволяющая количественно определять эффек-
тивность заполнения пространства. Данный под-
ход получил широкое распространение для выяв-

Рис. 10. Зависимости фрактальной размерности трехмерного артериального дерева мозга крысы от порядка
ветвления: (а) – расчет FD по центральной линии сосуда; (б) – расчет FD на основе полигонального представления
сосуда.
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Рис. 11. Зависимости фрактальной размерности трехмерного артериального дерева мозга крысы от радиуса сосуда:
(а) – расчет FD по центральной линии сосуда; (б) – расчет FD на основе полигонального представления сосуда.
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ления патологических отклонений сосудистых
сетей при различных заболеваниях. Ранее было
установлено, что даже незначительное снижение
фрактальной размерности является негативным
фактором при прогнозе течения целого ряда за-
болеваний [34]. В данной работе было показано,
что при увеличении показателя ветвления (γ) и
показателя затухания длины ветви (λ) происходит
увеличение значения фрактальной размерности.
Результаты указывают на то, что построение мо-
дели артериальной сети в ткани на основе опти-
мальных значений обоих ключевых параметров
является обоснованным не только физико-хими-
ческими, но и физиологическими особенностями
разветвленных структур. Для оценки фракталь-
ных свойств артериальных систем наиболее часто
используется метод «Box-counting» на основе рас-
четов по центральной линии сосуда. Данный ме-
тод является простым с точки зрения вычисли-
тельной сложности, однако линейное представ-
ление сосудов не позволяет учитывать различия
между уровнями бифуркации системы, характе-
ризующимися разными калибрами сосудов. В
данной работе был предложен подход, позволяю-
щий избежать недооценки сложности системы
для низких порядков бифуркации и крупных со-
судов, которая на уровне крупных артерий может
превышать 20%. Полученные значения фракталь-
ной размерности наиболее полно отражают свой-
ства артериального дерева с учетом реальной гео-
метрии сосудов и позволяют оценить как фрак-
тальную размерность артериального дерева
различной степени сложности, так и сделать вы-
вод о наличии сосудистых патологий при прове-
дении медицинских исследований.
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Application of Fractal Analysis to Estimation of the Rat Brain Arterial System
 V.S. Kopylova, S.E. Boronovskiy, and Ya.R. Nartsissov

Institute of Cytochemistry and Molecular Pharmacology, ul. 6-ya Radialnaya 24/14, Moscow, 115404 Russia

Vascular networks have the properties of self-similarity, that makes it possible to consider them stochastic
fractals. Based on calculations concerning the vessel’s centre line, the traditional box-counting method is
commonly used to assess the parameters of the fractal structure. Using this algorithm, structural diìfferences
between various bifurcation levels of the system, characterized by the natural property to change blood vessel
diameter, are not taken into account. Furthermore, the discrepancy between the fractal dimension values
may exceed 20%. In this paper we propose an approach that can be used to avoid underestimation of the sys-
tem complexity for low bifurcation orders and large vessels. With the constructed rat brain arterial tree, it is
shown that the value of fractal dimension increases, when there is an increase in the branching exponent and
the length coefficient. The obtained values better demonstrate the properties of the arterial tree, taking into
account the real vascular geometry, and it is advisable to use these data for evaluation of three-dimensional
vascular networks.

Keywords: arterial system, bifurcation of blood vessels, computer modelling, fractal dimension
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Исследовано изменение болевой чувствительности крыс при изолированном и комбинированном
действии низкоинтенсивного электромагнитного излучения миллиметрового диапазона (7.1 мм,
0.1 мВт/см2; локализация – затылочно-воротниковая область, экспозиция 30 мин, продолжитель-
ность – 21 сутки) и умеренного электромагнитного экранирования (коэффициент экранирования
постоянной компоненты магнитного поля по вертикальной составляющей – 4.4 раза, по горизон-
тальной – 20 раз; экспозиция 22 ч/сутки, продолжительность – 21 сутки). Оценку болевой чувстви-
тельности животных проводили с использованием комплекса алгометрических тестов – «горячая
пластина», «отдергивания хвоста», «алгезиметр–щипцы», – которые позволяют рассмотреть прове-
дение болевого импульса на разных уровнях регуляции. Показаны алгологические эффекты изоли-
рованного и комбинированного воздействия низкоинтенсивного электромагнитного излучения
миллиметрового и умеренного электромагнитного экранирования. При комбинированном воздей-
ствии данных физических факторов показана способность низкоинтенсивного электромагнитного
излучения миллиметрового диапазона оказывать антиноцицептивное действие и модулирующий
эффект при гипералгезии, вызванной экранированием. В то же время экранирование уменьшает
выраженность антиноцицептивного действия электромагнитного излучения миллиметрового диа-
пазона. 

Ключевые слова: болевая чувствительность, электромагнитное излучение миллиметрового диапазона,
экранирование. 
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Большинство абиотических факторов среды
имеет электромагнитную природу, а любая об-
ласть спектра электромагнитных излучений
(ЭМИ) играет определенную роль в эволюции
живой природы и обязательно принимает участие
в процессах жизнедеятельности [1]. Для подтвер-
ждения этих данных важное значение имеют све-
дения о высокой чувствительности биологиче-
ских систем к слабым ЭМИ даже нано- и пико-
тесловых интенсивностей [2–4]. Однако
закономерности электромагнитных воздействий

при низких интенсивностях воздействующих
факторов практически не изучены.

Среди электромагнитных факторов низкой
интенсивности в настоящее время широко иссле-
дуется биологическое действие ЭМИ миллимет-
рового диапазона (ЭМИ ММ), которые, не вызы-
вая структурных изменений в организме, полно-
стью поглощаясь в коже, сопровождаются
выраженными биологическими ответами [5–11].
В связи с доказанной биологической эффектив-
ностью ЭМИ ММ широко применяются в меди-
цинской практике с целью коррекции рас-
стройств различного генеза [12, 13]. Однако мно-
гие вопросы, связанные с механизмом действия
низкоинтенсивного ЭМИ ММ диапазона на био-
логические объекты, остаются открытыми.

Развитию концепции экологической роли
ЭМИ естественного происхождения должны

Сокращения: ЭМИ – электромагнитные излучения, ЭМИ
ММ – электромагнитные излучения миллиметрового
диапазона, ЭМЭ – электромагнитное экранирование,
ЛПБРтох – латентный период болевой реакции в тесте
отведения хвоста, Fтащ – болевой порог механической
болевой чувствительности, ЛПБРтгп – латентный период
болевой реакции в тесте «горячая пластина». 

УДК 612.014.42

БИОФИЗИКА СЛОЖНЫХ СИСТЕМ



ИЗМЕНЕНИЕ БОЛЕВОЙ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ КРЫС 595

БИОФИЗИКА  том 65  № 3  2020

способствовать не только разнообразные экспе-
рименты с активным их воздействием, но и ис-
следования эффектов депривации. Между тем
эксперименты с электромагнитным экранирова-
нием (ЭМЭ) проводятся в основном при значи-
тельных ослаблениях как статического, так и пе-
ременного магнитных полей различных диапазо-
нов [14–16], тогда как эффекты слабого ЭМЭ не
изучены. Вопрос о биологической роли ослаб-
ленных ЭМИ является актуальным, поскольку
они широко распространены, что оказывает не-
благоприятное действие на все элементы биосфе-
ры. Исследование эффектов ЭМЭ привлекает
внимание ученых различного профиля. Это свя-
зано как с необходимостью решения ряда фунда-
ментальных проблем, в частности, доказатель-
ства важной экологической роли геомагнитного
поля, выяснения факторов, ответственных за эф-
фекты экранирования, так и с решением при-
кладных задач, заключающихся в выяснении не-
благоприятных последствий пребывания в таких
условиях, а также их предупреждения и коррек-
ции.

В реальных условиях редко наблюдается изо-
лированное действие одного какого-то фактора,
как правило, имеет место комбинированное воз-
действие различных факторов, суммарный эф-
фект воздействия которых может быть различ-
ным. Кроме того, при комбинированном дей-
ствии этих факторов, реакции биологических
систем на действие этих систем значительно мо-
дифицируются.

Таким образом, для решения актуальных про-
блем современной физиологии и биофизики, ка-
сающихся изучения биологического действия
микродоз ЭМИ, необходимо выявление механиз-
мов действия комбинированных магнитных по-
лей, модификации эффектов сверхслабых факто-
ров, что позволит экспериментально доказать
способность слабых ЭМИ влиять на функции ор-
ганизма и решить фундаментальную научную за-
дачу – сформулировать непротиворечивую об-
щую концепцию механизма действия слабых
электромагнитных факторов на организм. 

В связи с этим целью данной работы явилось
выявление эффектов модификации болевой чув-
ствительности у крыс с помощью низкоинтен-
сивного миллиметрового излучения и электро-
магнитного экранирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальная часть работы выполнена в
Центре коллективного пользования научным
оборудованием «Экспериментальная физиология
и биофизика» кафедры физиологии человека и
животных и биофизики Таврической академии
Крымского федерального университета им. В.И.

Вернадского на 120 взрослых лабораторных крыс-
самцов линии Вистар (Питомник лабораторных
животных «Рапполово», Рапполово Всеволож-
ского района Ленинградской области) со средним
уровнем двигательной активности и низким
уровнем эмоциональности. Для определения
уровня двигательной активности и эмоциональ-
ности животных использовали специализирован-
ную рабочую станцию размером 45 × 45 см с про-
зрачными полипропиленовыми стенками высо-
той 20 см, представляющую собой актиметр (IR
Actimeter, Pan Lab Harvard Apparatus, Испания) с
двумя инфракрасными рамками, выполняющи-
ми роль датчиков движений. Для управления ра-
бочей станцией и сбора данных использовали
программное обеспечение Actitrack 2.0 (Pan Lab
Harvard Apparatus, Испания). 

Животных, участвующих в эксперименте, со-
держали в стандартных условиях вивария при
температуре 18–22°С на подстиле «Рехофикс МК
2000» (на основе початков кукурузы) с естествен-
ным двенадцатичасовым свето-темновым цик-
лом, свободным доступом к воде (ГОСТ 33215-
2014 «Руководство по содержанию и уходу за ла-
бораторными животными. Правила оборудова-
ния помещений и организации процедур») и пол-
ноценному гранулированному корму (ГОСТ Р-
50258-92). 

Ввиду того, что регуляция болевой чувстви-
тельности обеспечивается интегративным ком-
плексом механизмов, имеющих избирательную,
динамически изменяющуюся нейрохимическую
и нейроморфологическую структуру, которая
определяется видом действующего фактора, объ-
ективную оценку болевой чувствительности целе-
сообразно получить, используя комплекс алгомет-
рических тестов. 

В тесте «tail-flick» (тест «отдергивания хвоста»)
оценивали перцептуальный компонент боли. Ос-
новным показателем данного теста служил ла-
тентный период болевой реакции отведения хво-
ста (ЛПБРтох) в ответ на светотермальное раздра-
жение, который определяли по времени
проявления реакции отдергивания хвоста. Изме-
рения проводили на приборе LE7106 Tail-flick
Meter (Pan Lab Panlab Harvard Apparatus, Испа-
ния). На хвост каждой крысы, сидящей в фикса-
торе, осуществляли три предъявления свето-тер-
мального раздражителя с последующим расчетом
среднего значения ЛПБРтох в секундах для каж-
дого животного. Данный тест основан на спи-
нальном флексорном рефлексе, возникающем в
ответ на локальное воздействие на хвост высокой
температуры, и позволяет судить о болевой чув-
ствительности животных преимущественно на
спинальном уровне [17–19].

Тест «алгезиметр–щипцы» (тест Рэндалла-Се-
литто) на экспериментальной установке BIO-RP-
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ЧУЯН и др.

R Rodent pincher – analgesia meter (Bioseb, Фран-
ция) отображает приложенную силу в граммах
(Fтащ) – болевой порог механической болевой
чувствительности, при котором происходит от-
ветная реакция животного на постепенно увели-
чивающееся по силе сдавливание хвоста щипца-
ми [19]. Осуществляли по три механических сжа-
тия щипцами хвоста каждой крысы, сидящей в
фиксаторе, с последующим расчетом среднего
значения болевого порога в граммах для каждого
животного.

В тесте «hot plate» (тест «горячая пластина») на
экспериментальной установке Cold and hot plate
CHP (Bioseb, Франция) регистрировали латент-
ный период болевой реакции (ЛПБРтгп) живот-
ного, который определяли по значению времени
проявления реакции отдергивания и лизания ко-
нечностей и/или вокализации (в секундах). Тест

позволяет судить о болевой чувствительности жи-
вотных на супраспинальном уровне [19, 20].

Были проведены три серии экспериментов с
применением вышеперечисленных тестов. В
каждой серии экспериментов животных разделя-
ли на четыре группы по десять особей в каждой.
Первая группа животных представляла собой
биологический контроль и находилась в стан-
дартных лабораторных условиях. Вторую экспе-
риментальную группу крыс подвергали воздей-
ствию низкоинтенсивного ЭМИ ММ с помощью
аппарата «РАМЕД-ЭКСПЕРТ – 01» (Центр ра-
диофизических методов диагностики и терапии
«РАМЕД» Института технической механики
НАНУ, г. Днепропетровск, регистрационное сви-
детельство № 783/99 от 14.07.14, выданное КНМТ
МОЗ Украины о праве на применение в медицин-
ской практике в Украине), применяя длину
волны 7.1 мм (частота излучения – 42.3 ГГц) и
плотность потока мощности – 0.1 мВт/см2. Для
воздействия миллиметрового излучения экспе-
риментальных животных фиксировали в про-
зрачном пенале из оргстекла. Длину и ширину ка-
меры регулировали в зависимости от размеров
крысы. Излучатель подводили к облучаемой об-
ласти животного через отверстие в пенале, соот-
ветствующее размеру излучателя, и пластырем
плотно фиксировали на затылочно-воротнико-
вой области, т.е. осуществляли облучение кон-
тактным способом. Схема устройства и облуче-
ния животных приведена на рис. 1 и 2. Воздей-
ствие осуществляли с экспозицией по 30 мин на
затылочно-воротниковую область [10], ежеднев-
но в течение 21 суток наблюдения. 

Третья группа животных (ЭМЭ-группа) находи-
лась в течение 21 суток по 23 ч/сутки в камере, экра-
нирующей влияния фоновых магнитных полей.
Экранирующая камера размером 2 × 3 × 2 м была

Рис. 1. Электрическая схема аппарата «РАМЕД ЭКСПЕРТ–01».

Кабель
питания

Модуль
питания

Модулятор Излучатель
Усилитель

постоянного
тока

Модулятор
контроля

мощности
Детектор

Рис. 2. Экспериментальное воздействие низкоинтен-
сивного электромагнитного излучения миллиметро-
вого диапазона на животных.
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изготовлена из двухслойного железа марки «Ди-
намо». 

Измерение коэффициента экранирования ка-
меры, связанного с ослаблением магнитного по-
ля (SB), ввиду небольшой величины SB было про-
ведено экспериментальным путем. 

Для этого осуществляли измерение величины
магнитного поля вне камеры и внутри нее. Изме-
рения проводили как с помощью феррозондового
магнитометра, так и с помощью индукционной
катушки. Коэффициент экранирования магнит-
ного поля на частоте f вычисляли как отношение
значения магнитной индукции вне камеры
на значение магнитной индукции внутри нее
(таблица). 

Для измерения в области низких частот (от
10–4 Гц до 100 Гц) использовали однокомпонент-
ный и двухкомпонентный феррозондовые магнито-
метры, позволяющие одновременно производить
измерение двух взаимно перпендикулярных проек-
ций вектора магнитного поля. Порог чувствительно-
сти магнитометров составляет 1 нТл по каждой ком-
поненте, точность измерения ±3%. 

Измерения гипомагнитного поля в области
высоких частот (от 15 Гц до 100 кГц) проводили в
лаборатории в экранирующей камере с помощью
измерительной катушки со следующими характе-
ристиками: 500 витков, внутренний диаметр
10 см, внешний – 10.6 см, совместно с селектив-
ным усилителем У2-8. Коэффициент экранирова-
ния постоянной составляющей магнитного поля,
измеренный с помощью феррозондового магнито-
метра, составлял по вертикальной составляющей
4.375, по горизонтальной составляющей – 20.0.

Измеряли также как в области ультранизких
частот, так и в области радиочастот спектральную
плотность магнитного шума в экранирующей ка-
мере (рис. 3). 

Четвертую группу животных подвергали ком-
бинированному действию низкоинтенсивного
миллиметрового излучения и электромагнитного
экранирования (ЭМЭ+ММ) в течение 21 суток,
аналогично животным второй и третьей групп со-
ответственно.

Для оценки модифицирующего действия сла-
бого ЭМЭ среды на воздействие миллиметрового
излучения использовали коэффициент модифи-
кации:

где КМ – коэффициент модификации, Н – пока-
затели ноцицепции при воздействии слабого
ЭМЭ и низкоинтенсивного ЭМИ ММ диапазона
соответственно. Коэффициент модификации ра-
вен нулю, если модифицирующее влияние изуча-
емого фактора отсутствует.

Полученные данные подвергали статистиче-
ской обработке. Достоверность различий средних
величин независимых выборок между экспери-

ментальными группами оценивали с помощью не-
параметрического критерия Краскелла–Уоллиса.
Для статистического анализа результатов исследо-
вания использовали программу Statistica 10.0. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Как показали результаты исследования, при ре-

гистрации фоновых значений болевой чувствитель-

ЭМЭ ММ ММ ЭМЭ ММ ЭМЭ
ЭМЭ ММ

ММ ЭМЭ

, ,Н Н Н НКМ КМ
Н Н

+ +− −= =

Зависимость коэффициента экранирования камеры от частоты переменного магнитного поля 

f, Гц SB f, Гц SB f, Гц SB f, Гц SB

16 3,7 50 2,5 95 3,8 160 1,0

20 2,4 51 2,3 100 2,9 200 1,0

25 1,9 70 2,4 102 2,8 250 1,0

30 2,6 75 2,8 105 2,8 255 1,8

35 2,3 80 2,5 125 2,2 350 0,9

40 2,7 85 2,4 130 1,6 400 1,1

45 2,4 90 2,7 152 1,4 500 1,0

Примечание. SB – коэффициент экранирования камеры, f – частота переменного магнитного поля. Камера была
изготовлена из двухслойного железа марки «Динамо».
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Рис. 3. Зависимость спектральной плотности магнитного шума вне камеры и внутри камеры от частоты в области
частот от 15 Гц до 100 кГц.
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ности межгрупповые различия у крыс не были об-
наружены. Показатели ноцицепции в контрольной
группе животных на протяжении 21 суток наблю-
дения изменялись незначительно и составили в
среднем в тесте «hot plate» 3.48 ± 0.20 с, в тесте «tail-
flick» – 4.00 ± 0.23 с, в тесте «алгезиметр–щипцы»  –
353.96 ± 64.31 г.

У животных второй группы, подвергнутых воз-
действию низкоинтенсивного ЭМИ ММ, на про-
тяжении наблюдаемого периода отмечалось зна-
чительное повышение уровня антиноцицепции
по сравнению с соответствующими значениями,
зарегистрированными у крыс контрольной груп-
пы, что свидетельствует о развитии выраженной
гипоалгезии при воздействии низкоинтенсивно-
го физического фактора. 

Так, в тесте «hot plate» у крыс выявлен выра-
женный анальгетический эффект, выражавший-
ся в увеличении ЛПБРтгп относительно контроля
в течение всего периода наблюдения, что свиде-
тельствует, согласно работам [19, 20], об участии
супраспинальных механизмов в регуляции боле-
вой чувствительности. Так, его максимальный
прирост был зарегистрирован на седьмые и один-
надцатые сутки воздействия данного физическо-
го фактора и составил 53.93% (р < 0.01) и 81.92%
(р < 0.005) соответственно в сравнении со значе-
ниями этого показателя, зарегистрированными в
контрольной группе животных (рис. 4а).

В тесте «tail-flick», являющимся термической
моделью острой боли [17–19], также был выявлен
выраженный анальгетический эффект. Наиболее
высокие показатели ЛПБРтох были зарегистриро-
ваны на первые, седьмые и пятнадцатые сутки
воздействия миллиметрового излучения – отме-
чалось увеличение на 30,56% (р < 0,05), на 37.94%
(р < 0.05) и на 38.54 % (р < 0.05) соответственно,

относительно значений у животных, зарегистри-
рованных в контроле (рис. 4б). Это свидетель-
ствует об участии перцептуального компонента и
спинального механизма в регуляции болевой чув-
ствительности под влиянием миллиметровых
волн. 

В тесте Рэндалла-Селитто (тест «алгезиметр–
щипцы»), служащем для определения порогов
механической болевой чувствительности [19], ре-
гистрировался ответ на болевое механическое
воздействие и отмечалась аналогичная динамика
показателей болевой чувствительности, как и в
других алгометрических тестах при воздействии
миллиметровых волн. Максимальное увеличение
Fтащ было зарегистрировано на одиннадцатые
сутки эксперимента (на 68.75%, р < 0.005) отно-
сительно значений соответствующих показате-
лей, зарегистрированных у животных контроль-
ной группы (рис. 4в). 

Таким образом, по данным различных моде-
лей острой боли низкоинтенсивное миллиметро-
вое излучение проявляет анальгезирующее дей-
ствие, что согласуется с нашими предыдущими
исследованиями [10] и дополняют их тем, что ан-
тиноцицептивный эффект ЭМИ ММ проявляет-
ся в условиях многократного воздействия в тече-
ние 21-х суток.

У животных третьей группы, находившихся в
условиях длительного ЭМЭ, в отличие от живот-
ных, ежедневно подвергавшихся воздействию
ММ-излучения, отмечались фазные изменения
уровня болевой чувствительности в разных алго-
логических тестах. 

Так, в тестах «tail-flick», «hot plate» и «алгези-
метр–щипцы» с первых по седьмые сутки экра-
нирования отмечалось снижение показателей бо-
левой чувствительности относительно соответ-
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ствующих значений у крыс контрольной группы
(рис. 4), что свидетельствует о снижении болево-
го порога и развитии гипералгезии в сравнении с
контролем. Максимальное снижение в тесте «hot
plate» отмечалось на первые сутки (на 13.81%,
р < 0.05), в тесте «алгезиметр–щипцы» зареги-
стрировано на третьи сутки (на 27.90%, р < 0.05
соответственно), в тесте «tail-flick» – на пятые

сутки (на 7.30%, p >  0.05) воздействия гипомаг-
нитной среды относительно значений у живот-
ных в контроле.

С девятых суток воздействия ЭМЭ отмечалось
нивелирование болевой реакции в исследуемых
болевых тестах. Так, наблюдалось постепенное
увеличение показателей ноцицепции относи-
тельно фоновых значений и значений соответ-

Рис. 4. Динамика показателей ноцицепции (ЛПБР – латентного периода болевой реакции) при изолированном и
комбинированном воздействии низкоинтенсивного электромагнитного излучения миллиметрового диапазона (ММ)
и электромагнитного экранирования (ЭМЭ) у крыс в тестах «горячая пластина» (а), «отдергивание хвоста» (б),
«алгезиметр–щипцы» (в).
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ствующих показателей, зарегистрированных в
контрольной группе животных, что свидетель-
ствует о возрастании болевого порога и развитии
гипоалгезии: максимальное увеличение ЛПБРтгп,
ЛПБРтох и Fтащ зарегистрировано на одиннадца-
тые сутки экранирования, что выше на 23.12%
(р < 0.01), на 22.71% (р < 0.01) и на 35.35 %
(р < 0.01) соответственно относительно значений
данных показателей у животных контрольной
группы.

С пятнадцатых суток нахождения животных в
гипомагнитной среде зарегистрирована тенден-
ция к постепенному снижению показателей но-
цицепции и приближению их к значениям соот-
ветствующих показателей, зарегистрированных у
крыс контрольной группы. 

Таким образом, у крыс, подвергнутых воздей-
ствию слабого ЭМЭ, отмечалось трехфазное изме-
нение болевой чувствительности, где после первой
гипералгетической фазы (1-е – 7-е сутки) разви-
вался антиноцицептивный эффект – вторая фаза
(11-е – 15-е сутки). В третьей фазе показатели но-
цицепции постепенно снижались (17-е – 21-е сут-
ки), приближаясь к значениям ноцицепции, заре-
гистрированным в контрольной группе животных.

Полученные нами данные о развитии фазных
изменений болевой чувствительности в условиях
ЭМЭ согласуются с результатами исследований
других авторов [21, 22]. Однако продолжитель-
ность выделенных нами фаз изменений болевой
чувствительности крыс гораздо больше, что может
быть объяснено меньшим ослаблением как стати-
ческого, так и переменного магнитных полей в на-
ших исследованиях в сравнении с литературными
данными.

Результаты исследования у животных, находя-
щихся в условиях комбинированного действия
ЭМЭ и миллиметрового излучения показали, что
уровень ноцицепции у крыс данной группы
(ЭМЭ+ММ) был выше показателей болевой чув-
ствительности у животных контрольной группы и
группы ЭМЭ и ниже при сравнении с данными,
полученными у крыс, подвергнутых воздействию
изолированного ЭМИ ММ. 

Так, уже с третьих суток эксперимента в груп-
пе животных ЭМЭ+ММ отмечалось значимое
увеличение ЛПБРтгп относительно значений у
крыс контрольной группы. Максимальное увели-
чение зарегистрировано на седьмые и тринадца-
тые сутки наблюдения (на 32.79%, p < 0.01 и на
45.14% p < 0.01 соответственно). Максимальное
увеличения ЛПБРтох отмечается на одиннадцатые
сутки (на 29.72%, p < 0.01), Fтащ – на первые (на
42.94%, p < 0.01) и семнадцатые (на 37.41%,
p < 0.01) сутки наблюдения относительно соот-
ветствующих значений у крыс контрольной груп-
пы (см. рис. 4). 

Данные показатели статистически значимо
изменялись и при сравнении с соответствующи-
ми значениями у животных второй (ММ) и тре-
тьей (ЭМЭ) групп. Так, показания ЛПБРтгп мак-
симально увеличились на пятые (на 36.23%,
p < 0.01) и седьмые (на 37.64%, p < 0.01),
ЛПБРтох – на пятые (на 32.36%, p < 0.01), Fтащ – на
первые (на 45.57%, p < 0.01) и семнадцатые (на
33.45%, p < 0.01) сутки наблюдения относительно
показателей, зарегистрированных у животных,
подвергнутых изолированному ЭМЭ.

По сравнению с данными у животных второй
группы (ММ), напротив, отмечалось значимое
уменьшение значений: ЛПБРтгп – на тринадца-
тые сутки (на 26.16%, p < 0.05), ЛПБРтох – на седь-
мые сутки (на 21.15%, p < 0.05), Fтащ – на седьмые
сутки (на 38.78%) наблюдения.

При рассмотрении динамики коэффициента
модификации при комбинированном воздей-
ствии ЭМЭ и ММ-излучения (рис. 5) в разных
болевых тестах наглядно демонстрируется спо-
собность низкоинтенсивного ЭМИ ММ диапазо-
на оказывать антиноцицептивное действие и мо-
дулирующий эффект при гипералгезии, вызван-
ной экранированием. В то же время
экранирование уменьшает выраженность анти-
ноцицептивного действия ЭМИ ММ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, результаты данного исследо-
вания свидетельствуют о том, что у животных при
воздействии низкоинтенсивных электромагнит-
ных факторов (ЭМИ ММ и ЭМЭ, а также их ком-
бинация) отмечаются изменения болевой чув-
ствительности, которые, в зависимости от дей-
ствующего фактора и длительности его
применения, выражены в разной степени. Выяв-
лены эффекты модификации болевой чувстви-
тельности у крыс с помощью низкоинтенсивного
миллиметрового излучения и электромагнитного
экранирования: применение ЭМИ ММ в комби-
нации с ЭМЭ нивелирует экраниндуцированные
изменения болевой чувствительности, а приме-
нение ЭМЭ в комбинации с ЭМИ ММ снижает
антиноцицептивную активность изолированного
ЭМИ ММ.

Сопоставление полученных в настоящей рабо-
те данных с результатами наших предыдущих
экспериментов и исследований, опубликованных
в литературе, позволило выделить особенности
последствий пребывания животных в условиях
умеренного ослабления статической и перемен-
ной компонент геомагнитного поля, действия
ЭМИ ММ и их комбинации, а также предполо-
жить основные физиологические механизмы, ле-
жащие в основе действия данных физических
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факторов на болевую чувствительность жи-
вотных.

В механизмах действия факторов электромаг-
нитной природы, в том числе ЭМЭ и низкоин-
тенсивного ЭМИ ММ, на болевую чувствитель-
ность важную роль играет опиоидная система,
что обнаружено в экспериментах с применением
неселективного блокатора опиоидных рецепто-
ров налоксона. В частности, введение налоксона
крысам приводило к уменьшению антиноцицеп-
тивного эффекта ЭМИ ММ при тонической, вис-
церальной и острой термической боли [10]. Одна-
ко на разных этапах продолжительного действия

ЭМИ ММ активность этой системы неодинако-
ва. Так, при действии этого фактора на моллюс-
ков с дополнительным введением налоксона в те-
чение первых-третьих суток наблюдался эффект
гипералгезии, что указывает на зависимость ан-
тиноцицептивного действия ЭМИ ММ в этот
временной период от опиоидов. С четвертых по
восьмые сутки гипоалгетический эффект ЭМИ
ММ полностью блокируется налоксоном, т.е.
также обусловлен опиодергической системой. С
девятого дня эффект лишь частично опиоидобу-
словлен, так как он редуцируется, но не аннули-
руется неспецифическим блокатором опиоидных
рецепторов. Следовательно, роль опиоидов

Рис. 5. Динамика коэффициента модификации электромагнитного экранирования (ЭМЭ) и низкоинтенсивного
электромагнитного излучения миллиметрового диапазона (ММ) при комбинированном воздействии данных
физических факторов в тестах «горячая пластина» (а), «отдергивания хвоста» (б) и «алгезиметр–щипцы» (в).
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уменьшается с увеличением числа воздействий,
что, по-видимому, связано с развитием толерант-
ности опиоидной системы к продолжительному
действию ЭМИ ММ [22]. Аналогичный эффект
описан и при действии ЭМИ других диапазонов
[23]. Введение налоксона животным, находив-
шимся в течение 21 суток в электромагнитном
экране, до каждого воздействия ЭМИ ММ усили-
вало гипералгетический эффект ЭМЭ, но на
уровне тенденции, в течение первых трех суток
эксперимента, а затем его гипералгетическая ак-
тивность снижалась. На девятые-одиннадцатые
сутки развивающийся гипоалгетический эффект
комбинированного действия ЭМЭ и ЭМИ ММ
полностью нивелировался налоксоном, т.е. был
обусловлен опиоидной системой, а начиная с
двенадцатых суток прогрессивно снижался, но не
ликвидировался, т.е. гипоалгетический эффект
лишь частично был связан с опиоидной системой
[22]. 

Таким образом, опиоидобусловленность сни-
жалась с увеличением продолжительности воз-
действия электромагнитных факторов, что, по-
видимому, связано с развитием толерантности
опиоидной системы к этим воздействиям. По-ви-
димому, в этот период обезболивающий эффект
электромагнитных факторов обеспечивается дру-
гими антиноцицептивными системами организ-
ма. Этот вывод подтверждают наши более ранние
исследования [10], согласно которым гипоалгети-
ческое действие ЭМИ ММ обеспечивается раз-
личными эндогенными системами. В частности,
ведущую роль в механизмах антиноцицептивного
действия ММ-излучения играет мелатонин.
Впервые нами было установлено, что при дей-
ствии ЭМИ ММ увеличивается содержание мела-
тонина в сыворотке крови животных [24]. Извест-
но, что опиоидные пептиды выступают в качестве
физиологических медиаторов эпифизарного и
экстрапинеального мелатонина [25], ответствен-
ны за универсальную координацию нервных, эн-
докринных и иммунных механизмов, а также за
обеспечение замкнутых циклических связей меж-
ду ними и эпифизом [25]. Кроме этого, нами уста-
новлено, что низкоинтенсивное ЭМИ ММ и эк-
зогенный мелатонин оказывают сходное дей-
ствие на экраноиндуцированные изменения
ноцицепции у моллюсков, заключающиеся в ни-
велировании гипералгетического эффекта [22].
Эти данные согласуются с мелатониновой теори-
ей действия электромагнитных факторов, соглас-
но которой последние в начальный период своего
действия угнетают секрецию нейрогормона [26].
Это влечет за собой уменьшение продукции β-эн-
дорфина и чувствительности опиоидных рецеп-
торов [27], т.е. снижение активности опиоидной
системы. Следствием этого является развитие ги-
пералгезии, что имеет место и в проведенных ис-
следованиях в условиях изолированного ЭМЭ.

Можно предположить, что при комбинирован-
ном действии двух электромагнитных факторов
(ЭМЭ и ЭМИ ММ) не происходит снижения сек-
реции мелатонина благодаря модифицирующему
действию ММ-излучения, что и является причи-
ной нивелирования экранобусловленной гипе-
ралгезии с помощью дополнительного воздей-
ствия на животных ЭМИ ММ, что и выявлено в
настоящем исследовании. 

Исходя из приведенных фактов, можно утвер-
ждать, что физиологические механизмы действия
низкоинтенсивного ЭМИ ММ диапазона на ор-
ганизмы, находящиеся в условиях ослабленного
электромагнитного поля, связаны с изменением
состояния опиоидергической системы и содер-
жания мелатонина. Поэтому естественно предпо-
ложить, что активация данных эндогенных си-
стем является неспецифической реакцией орга-
низма на низкоинтенсивные воздействия
физических факторов. 

Таким образом, результаты данного исследо-
вания позволили выявить эффекты модифика-
ции болевой чувствительности крыс с помощью
низкоинтенсивного миллиметрового излучения
и электромагнитного экранирования, проверить
и существенно дополнить гипотезу о корригиру-
ющем действии ЭМИ ММ на экраниндуциро-
ванные процессы, а также экспериментально
подтвердить теоретические представления об ос-
новных физиологических механизмах, лежащих в
основе биологического действия данных физиче-
ских факторов.

ВЫВОДЫ

1. Выявлены эффекты модификации болевой
чувствительности у крыс с помощью низкоин-
тенсивного миллиметрового излучения и элек-
тромагнитного экранирования: применение
ЭМИ ММ в комбинации с ЭМЭ нивелирует
экраниндуцированные изменения болевой чув-
ствительности; применение ЭМЭ в комбинации
с ЭМИ ММ снижает антиноцицептивную актив-
ность изолированного ЭМИ ММ.

2. При воздействии низкоинтенсивных элек-
тромагнитных факторов (ЭМИ ММ и ЭМЭ и их
комбинации) у животных отмечаются изменения
болевой чувствительности, степень выраженно-
сти которых зависит от действующего фактора и
длительности его применения. 

3. У крыс, подвергнутых воздействию слабого
электромагнитного экранирования, отмечалось
трехфазное изменение болевой чувствительности
во всех используемых в настоящем исследовании
алгометрических тестах: первая фаза – гипералге-
зия (1–7 сутки), вторая фаза – гипоалгезии (11–15
сутки), третья фаза – нормализация и приближе-
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ние показателей ноцицепции к контрольным зна-
чениям (17–21 сутки).

4. У животных, подвергнутых воздействию
низкоинтенсивного электромагнитного излуче-
ния миллиметрового диапазона, на протяжении
наблюдаемого периода во всех алгометрических
тестах отмечалось значительное повышение
уровня антиноцицепции по сравнению с соответ-
ствующими значениями, зарегистрированными у
крыс контрольной группы и группы животных,
находившейся в условиях слабого экранирова-
ния.
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Changes of Pain Sensitivity in Rats after Exposure to Low-Intensity Millimeter-Wave 
Radiation with the Use of Electromagnetic Shielding

 E.N. Chuyan, E.R. Dzheldubaeva, and N.S. Tribrat

Vernadsky Crimean Federal University, prosp. Vernadskogo 4, Simferopol, Republic of Crimea, 295007 Russia

This study focuses on the detection  of changes in pain sensitivity in rats after exposure to  single low-intensity
electromagnetic radiation (7.1 mm, 0.1 mW/cm2; location – the occipital-collar region, exposure time
30 minutes, duration of exposure 21 days) in the millimeter range and after exposure to the combined action
of the abovementioned radiation and moderate electromagnetic shielding (EMS; screening coefficient of the
constant component of the magnetic field along the vertical component of the magnetic field – 4.4 times,
horizontal field component – 20 times; exposure time 22 hours/day, duration of exposure 21 days). The pain
sensitivity of animals was evaluated using a complex of algometric tests: “hot plate”, “tail pulling”, “tongs-
algesimeter”, that made it possible to consider the pain impulse at different levels of regulation. Algological
effects from single low-intensity electromagnetic radiation in the millimeter range and after combination of
it with moderate electromagnetic shielding are shown. After exposure to the combined action of these phys-
ical factors it was shown that low-intensity electromagnetic waves in the millimeter range exert an antinoci-
ceptive effect and modulating effect in hyperalgesia caused by screening. At the same time, shielding reduces
the severity of the antinociceptive action of the electromagnetic radiation in the millimeter range.

Keywords: pain sensitivity, millimeter-wave electromagnetic radiation, electromagnetic shielding
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Рассмотрено суточное воздействие солнечного излучения на фотоприемники сетчатки глаза при
управлении циркадианной ритмикой организма человека в пределах произвольного 11-летнего
цикла солнечной активности. Приведены расчетные данные, описывающие изменение в течение
цикла солнечной активности спектральных и энергетических характеристик солнечного излуче-
ния, достигшего земной поверхности. На этой основе получено обобщенное аналитическое выра-
жение, моделирующее спектрально-селективную обработку палочками и синевоспринимающими
колбочками сетчатки суммы прямой и рассеянной составляющих солнечного излучения. Получен-
ное выражение позволяет провести рассмотрение раздельной спектрально-селективной обработки
прямой и рассеянной составляющих солнечного излучения палочками и синевоспринимающими
колбочками сетчатки, в том числе в случае фатального поражения одного из нейронных каналов,
связывающих палочки или синевоспринимающие колбочки с супрахиазменными ядрами гипотала-
муса. Показано, что эффективный спектр, полученный в результате спектральной селекции состав-
ляющих солнечного излучения и используемый для управления циркадианной активностью орга-
низма человека, определяется исключительно спектральной чувствительностью палочек и синевос-
принимающих колбочек. Эффективный спектр не зависит от суточных вариаций спектра
солнечного излучения при изменении угловой высоты Солнца; суточные энергетические характе-
ристики эффективного спектра, изменяющиеся в пределах каждого цикла солнечной активности,
сохраняют зависимость от суточной угловой высоты Солнца и текущей фазы цикла солнечной ак-
тивности. Значительные изменения характеристик солнечного излучения в пределах цикла солнеч-
ной активности позволили сделать вывод о необходимости их учета при исследовании и моделиро-
вании процессов управления циркадианной активностью организма человека солнечным излуче-
нием. 

Ключевые слова: циркадианная активность, палочки, синевоспринимающие колбочки, сетчатка, отно-
сительная спектральная циркадианная эффективность, спектральная селекция, цикл солнечной актив-
ности, излучение, коэффициенты пропускания атмосферы, спектральная плотность облученности, об-
лученность. 

DOI: 10.31857/S0006302920030217

Основным физическим фактором, осуществ-
ляющим управление циркадианной активностью
на уровне целостного организма человека, явля-
ются суточные изменения характеристик есте-
ственной энергетической освещенности (облу-
ченности) земной поверхности, создаваемой сол-
нечным излучением [1]. 

Суточные изменения характеристик облучен-
ности обусловлены также отчетливо проявляю-

щими себя циклическими изменениями солнеч-
ной активности (цикл Швабе [2–4]) с периодом,
равным 11 годам. Циклические изменения сол-
нечной активности, связанные с изменением
числа пятен (число Вольфа W [2]) на видимой по-
верхности фотосферы Солнца, приводят к
циклическим изменениям эффективной термо-
динамической температуры Tэфф солнечного из-
лучения, изменениям абсолютных значений
спектральной плотности светимости и собствен-
но светимости фотосферы. Максимальные изме-
нения параметров излучения фотосферы в преде-

Сокращениe: СПО – спектральная плотность облученно-
сти.
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лах одного цикла солнечной активности могут
достигать ~ 35%. Очевидно, что в любых фазах
цикла солнечной активности эти изменения ока-
зывают влияние на управление и характеристики
циркадианной активности человека.

До настоящего времени совместное влияние
суточных и циклических 11-летних изменений
характеристик облученности при исследованиях
и моделировании процессов управления цирка-
дианной активностью человека солнечным излу-
чением не учитывалось.

Целью работы является представляющее инте-
рес для биологии, хронобиологии и светотехники
описание спектрально-селективных преобразо-
ваний, производимых приемниками оптического
излучения тракта управления циркадианной ак-
тивностью, при совместном воздействии суточ-
ных и 11-летних изменений спектральных и энер-
гетических характеристик солнечного излучения.

Солнечное излучение, достигшее земной по-
верхности, воздействует на аналоговые приемники
оптического излучения в виде некоторой совокуп-
ности синевоспринимающих колбочек и палочек,
расположенных в периферических зонах сетчатки
глаза [5]. Палочки и синевоспринимающие
колбочки представляют собой начальное звено
тракта управления циркадианной активностью че-
ловека [1]. На этой стадии в тракте управления цир-
кадианной активностью осуществляется собственно
прием и спектрально-селективная аналоговая обра-
ботка солнечного излучения, заключающаяся в вы-
делении из спектра солнечного излучения его цир-
кадианной области и обеспечивающая собственно
управление циркадианной активностью человека. 

Результатом этой обработки является сформи-
рованные ганглиозными (выходными) клетками
сетчатки нейронные сигналы, содержащие в би-
нарной форме информацию о спектральной

плотности облученности (СПО), принятой и об-
работанной аналоговыми приемниками оптиче-
ского излучения [5]. 

Сформированные ганглиозными клетками
выходные сигналы сетчатки доставляются к су-
прахиазменным ядрам гипоталамуса, в которых
происходит формирование сигналов управления
суточной активностью эпифиза, секретирующего
в плазму крови гормон мелатонин. Суточные из-
менения концентрации мелатонина в плазме
крови приводят в конечном счете к управлению
циркадианной активностью человека.

Выходные бинарные сигналы сетчатки явля-
ются взаимно однозначным и взаимно непрерыв-
ным, гомеоморфным отображением СПО, воз-
действующей на сетчатку. Поэтому дальнейшее
описание преобразований сигналов в тракте
управления циркадианной активностью для на-
глядности и удобства представления проводится с
использованием аналоговых эквивалентов би-
нарных сигналов с соответствующими этому опи-
санию понятиями и терминологией. 

Функция meS(λ,T) спектральной плотности
энергетической светимости фотосферы Солнца
описывается функцией Планка излучения черно-
го тела [6, 7]:

(1)

где λ – длина волны излучения, T – термодинамиче-
ская температура равновесного излучения черного
тела, С1 ≈ 3.742 ⋅ 10–16 Вт ⋅ м2 и С2 ≈ 1.439 ⋅ 10–2 м ⋅ К.

Спектральная плотность облученности при
нормальном падении солнечного излучения на
площадку, расположенную на верхней границе
земной атмосферы, имеет следующий вид:

(2)

где Tэфф – эффективная (усредненная по фото-
сфере) термодинамическая температура солнеч-
ного излучения, r = 6.96 ⋅ 105 км – экваториаль-
ный радиус Солнца, R = 1.496 ⋅ 1012 км – радиус
круговой орбиты Земли [8, 9].

Значение Tэфф в соотношении (2), согласно
действующим рекомендациям Международной
комиссии по радиации [10], принимается равным

постоянному значению, что не позволяет вы-
явить зависимость eeS(λ,Tэфф) от номера года n в
пределах цикла солнечной активности. 

Очевидно, что в соотношении (2) Tэфф =
Tэфф(n). В качестве основы при определении за-
висимости Tэфф(n) использовано значение сол-
нечной постоянной

(3)
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представляющей собой энергетическую осве-
щенность (облученность) при нормальном паде-

нии солнечного излучения на площадку, распо-
ложенную на верхней границе земной атмосферы
[11].

По данным спутниковых актинометрических
измерений, относящихся к максимальным значе-
ниям 20 и 21 циклов солнечной активности [2–4],
наиболее вероятное значение EСП(Tэфф) заклю-
чено в интервале 1368–1377 Вт ⋅ м–2 при отсут-
ствии регулярности изменения во времени. Это
позволяет использовать термин «солнечная по-
стоянная». В качестве стандартного значения
солнечной постоянной, соответствующего мак-
симуму солнечной активности, принято значение
по Международной пиргелиометрической шкале
1956 г., равное EСП,max(Tэфф) ≈ 1370 Вт ⋅ м–2 [9,
10]. Этому значению EСП,max(Tэфф), согласно со-
отношениям (2) и (3), соответствует значение
Tэфф,max = 5780 К. 

Значения Tэфф,min и EСП_min определялись с
использованием так называемой световой сол-
нечной постоянной EССП,min(Tэфф) (в диапазоне
длин волн 350 ⋅ 10–9 ≤ λ ≤ 770 ⋅ 10–9 м): 

(4)( ) ( )[ ] ( ) [ ] ( )
9 9

9 9

770 10 770 102

ССП эфф эфф эфф

350 10 350 10

E 683 , 683 , ,eS eS
rT e T V d m T V d
R

− −

− −

⋅ ⋅

⋅ ⋅

= λ λ λ = λ λ λ 

представляющей собой освещенность площадки,
расположенной на верхней границе земной атмосфе-
ры, при нормальном падении солнечного излучения в
условиях минимума солнечной активности. В усло-
виях минимальной солнечной активности значение
EССП,min = 135110 лк [12]. Указанному значению
EССП,min по результатам вычислений с использова-
нием соотношений (2) и (4) соответствуют значения
EСП,min = 1106 Вт ⋅ м–2 и Tэфф,min = 5480 К.

Ранее определенным для максимума солнеч-
ной активности значениям EСП,max ≈ 1370 Вт⋅м–2

и Tэфф,max = 5780 К соответствует значение свето-
вой солнечной постоянной EССП = 173600 лк. 

Зависимость эффективной термодинамиче-
ской температуры излучения фотосферы Солнца
Tэфф(n) при указанных выше значениях Tэфф,min
и Tэфф,max для произвольного цикла солнечной
активности, временные характеристики которого
получены усреднением известных 25 циклов сол-
нечной активности [2–4], описывается соотно-
шением:

(5)

где Tэфф,средн = 0.5(Tэфф,min + Tэфф,max).

( ) ( )эфф эфф,средн
21 0.027sin – ,
11 2

nT n T π π = +  

График зависимости по соотношению (5) при-
веден на рис. 1.

Минимальные и максимальные значения так
называемой солнечной и световой солнечной
«постоянной» в различных спектральных диапа-
зонах приведены в таблице.

Зависимости ЕСП(n), определенные по соот-
ношению (3) при вычисленных значениях
EСП,min и EСП,max для спектрального диапазона
0 ≤ λ ≤ ∝ м, для спектрального окна прозрачности
атмосферы 300 ⋅ 10–9 ≤ λ ≤ 1200 ⋅ 10–9 м и цирка-
дианной области спектра 350 ⋅ 10–9 ≤ λ ≤ 570 ⋅ 10–9 м
имеют следующий вид:

(6)

при 0 ≤ λ ≤ μ м, 

(7)

при 300 ⋅ 10–9 ≤ λ ≤ 1200 · 10–9 м, 

(8)

при 350 · 10–9 ≤ λ ≤ 570 ⋅ 10–9 м. (8)
Значения EСП,средн для каждого спектрально-

го диапазона приведены в последней строке таб-

( ) ( )СП СП,средн
21 0.1062 sin – ,
11 2

nE n E π π = +  

( ) ( )СП СП,средн
21 0.1153 sin – ,
11 2

nE n E π π = +  

( ) ( )СП СП,средн
21 0.1485 sin – ,
11 2

nE n E π π = +  

Рис. 1. Изменение эффективной термодинамической
температуры излучения фотосферы Солнца в произ-
вольном 11-летнем цикле солнечной активности.
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лицы. Графики зависимостей (6)–(8) приведены
на рис. 2. 

После распространения в земной атмосфере
солнечное излучение содержит в своем составе
прямую и рассеянную составляющие.

Прямая eП_eS(λ,h) и рассеянная eР_eS(λ,h) со-
ставляющие СПО на земной поверхности после
распространения в спектральном окне про-
зрачности атмосферы описываются соотноше-
ниями

(9)

(10)

( )[ ] ( ) ( )[ ] ( )
2

П, эфф,П эфф,П П,  , ,eS eS
re T h m T h h
R

λ = λ τ

( )[ ] ( ) ( )[ ] ( )
2

Р , эфф,Р эфф,Р Р, , ,eS eS
re T h m T h h
R

λ = λ τ

где τП(h) и τР(h) – зависимости интегральных коэф-
фициентов пропускания атмосферы прямой и рассе-
янной составляющих солнечного излучения от угло-
вой высоты Солнца в спектральном окне прозрачно-
сти земной атмосферы 300 ⋅ 10–9 ≤ λ ≤ 1200 ⋅ 10–9 м. 

Очевидно, что характер функций τП(h) и τР(h)
существенно зависит от текущего состояния зем-
ной атмосферы и определяется наличием или от-

сутствием облачного покрова и степенью покры-
тия неба облаками. 

Использованные в дальнейшем функции τП(h)
и τР(h) определены на основе эксперименталь-
ных данных [12]. Данные, приведенные в работе
[12], в настоящее время представляют собой наи-
более полный свод сведений, позволяющих опре-
делить зависимости облученности и освещенно-
сти земной поверхности от угловой высоты Солнца. 

В качестве примера далее рассмотрим случай
безоблачного неба. В этом случае функции τП(h)
и τР(h) описываются следующими соотношения-
ми:

(11)

(12)

В соотношениях (11) и (12) значения коэффи-
циентов τП(90°) = 0.729 и τР(90°) = 0.205 пред-
ставляют собой интегральные коэффициенты
пропускания атмосферы (при безоблачном небе)
на экваторе при нормальном падении солнечного
излучения на земную поверхность в сутки весен-
него или осеннего равноденствия. 

Суточные зависимости прямой ТП(h) и рассе-
янной ТР(h) составляющих термодинамической
температуры солнечного излучения на земной
поверхности с учетом 11-летнего цикла солнеч-
ной активности равны:

( ) ( ) ( )[ ]0
П П 90 0.5 1 sin 0.035 1.47 ,h hτ = τ + −

( ) ( ) ( )[ ]0
Р Р 90 0.5 1 sin 0.029 1.09 .h hτ = τ + −

Значения солнечной постоянной EСП в различных спектральных диапазонах, а также значения световой
солнечной постоянной EССП в видимой области спектра при минимуме и максимуме солнечной активности 

Характер 
солнечной 
активности

EСП, Вт ⋅ м–2,
при 0 нм ≤ λ ≤ ∝ нм 

EСП, Вт ⋅ м–2, 
при 300 нм ≤ λ ≤ 1200 нм 

(спектральное окно 
прозрачности 

атмосферы [13])

EСП, Вт ⋅ м–2, 
при 350 нм ≤ λ ≤ 570 нм 
(циркадианная область 

спектра)

EССП, лк, 
при 350 нм ≤ λ ≤ 770 нм 

(видимая область 
спектра)

Минимум

Максимум

Среднее

1106.3 838.7 272.6 135110
1369.2 1057.4 367.7 173600
1237.7 948.1 320.1 154355

Рис. 2. Изменение солнечной постоянной для раз-
личных спектральных диапазонов (в нм) излучения
Солнца в произвольном цикле солнечной активно-
сти: 1 – 0 ≤ λ ≤ ∝, 2 – 300 ≤ λ ≤ 1200, 3 – 350 ≤ λ ≤ 770.
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(13)

(14)
Первые слагаемые в соотношениях (13) и (14)

представляют собой определенные на основе
независимых экспериментальных данных [14] за-
висимости термодинамической температуры
прямой и рассеянной составляющих солнечного
излучения на земной поверхности в светлый пе-
риод произвольных суток года, вторые слагаемые
в соотношениях (13) и (14) описываются выраже-
нием (5). 

Подстановка в соотношения (9) и (10) выра-
жений (13) и (14), а также численных значений
τП(90°) и τР(90°) позволяет получить разверну-
тые соотношения для зависимостей СПО пря-
мой eП,eS(λ,h,n) и рассеянной eР,eS(λ,h,n) со-
ставляющих солнечного излучения от длины
волны l в спектральном окне прозрачности
земной атмосферы и от угловой высоты Солн-
ца в произвольной точке земной поверхности
при фиксированном значении n в цикле сол-
нечной активности:

(15)

(16)

 Значения n = 0 и n = 5.5 в соотношениях (15) и
(16) относятся к минимуму и максимуму солнеч-
ной активности соответственно. Разности соот-
ношений (15) при n = 0 и n = 5.5, а также соотно-
шений (16) при n = 0 и n = 5.5 определяют макси-
мальные изменения СПО eП,eS(λ,h) и eР,eS(λ,h) на
земной поверхности в пределах одного цикла ак-
тивности Солнца.

Солнечное излучение, достигшее земной по-
верхности и описываемое СПО прямой и рассе-
янной составляющих солнечного излучения (со-
отношения (15), (16)) или их суммой, воздейству-

ет на синевоспринимающие колбочки и палочки
сетчатки глаза и подвергается этими фотоприем-
никами спектрально-селективной обработке
функцией относительной спектральной цирка-
дианной эффективности с(λ) [5], полученной с
использованием результатов независимых экспе-
риментальных исследований [15–17]. Функция
с(λ) может быть описана нормированной суммой
взвешенных функций относительной спектраль-
ной чувствительности с1(λ) синевоспринимаю-
щих колбочек и с2(λ) палочек сетчатки [5]:

(17)

где α1 = 72.56 ⋅ 10–9 м, σ1 = 28.99 ⋅ 10–9 м, λ1,max =
= 445 ⋅ 10–9 м, α2 = 25.89 ⋅ 10–9 м, σ2 = 21.21 ⋅ 10–9 м,
λ2,max = 505 ⋅ 10–9 м.  

График функции (17) изображен на рис. 3.
Аналоговые эквиваленты бинарных сигналов,

сформированных ганглиозными клетками сет-
чатки и зависящих от угловой высоты h Солнца,
представляются произведением прямой
eП,eS(λ,h,n) и рассеянной eP,eS(λ,h,n) составляю-

щих солнечного излучения или их суммы на
функцию относительной спектральной циркади-
анной эффективности с(λ). Функция с(λ), как и
ее слагаемые с1(λ) и с2(λ), могут рассматриваться
в качестве характеристик узкополосных спек-
тральных фильтров, выделяющих из широкопо-
лосного спектра солнечного излучения (в спек-
тральном окне прозрачности земной атмосферы)
узкополосные участки в спектральных диапазо-
нах существования функций с1(λ), с2(λ) и с(λ),
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осуществляя тем самым узкополосную спек-
тральную селекцию солнечного излучения [18].

Очевидно, что в реальном процессе управле-
ния циркадианной активностью солнечным из-
лучением на синевоспринимающие колбочки и
палочки сетчатки в подавляющем большинстве
случаев воздействует сумма прямой eП,eS(λ,h,n) и
рассеянной eР,eS(λ,h,n) составляющих солнечно-
го излучения. В норме, при отсутствии фатальных
повреждений нейронных трактов от синевоспри-
нимающих колбочек и палочек сетчатки до су-
прахиазменных ядер гипоталамуса, прямая и рас-
сеянная составляющие солнечного излучения
подвергаются спектральной селекции суммой
функций с1(λ) и с2(λ).

Теоретический и практический интерес пред-
ставляют также варианты раздельной обработки
прямой eП,eS(λ,h,n) и рассеянной eР,eS(λ,h,n) со-
ставляющих СПО функциями с1(λ) и с2(λ) по от-
дельности, а также их возможными сочетаниями.

В этом случае появляется возможность состав-
ления композиций произведений ei,eS(λ,h,n) ⋅
· сj(λ), (индекс i = 1,2 обозначает прямую или рас-
сеянную составляющие СПО, а индекс j = 1,2
определяет функцию с1(λ) либо с2(λ)) и выявле-
ния особенностей раздельной обработки прямой
eП,eS(λ,h,n) и рассеянной eР,eS(λ,h,n) составляю-
щих СПО функциями с1(λ) и с2(λ) или их суммой
с(λ), а также описать различные варианты спектраль-
ной селекции солнечного излучения при управлении
циркадианной активностью человека.

Области определения функций с1(λ) и с2(λ) ле-
жат в спектральных диапазонах 350 ⋅ 10–9 ≤ λ ≤
≤ 550 ⋅ 10–9 м и 435 ⋅ 10–9 ≤ λ ≤ 570 · 10–9 м соот-
ветственно, а их сумма с(λ) = с1(λ) + с2(λ) – в спек-
тральном диапазоне 350 ⋅ 10–9 ≤ λ ≤ 570 ⋅ 10–9 м [5]. 

Спектральные функции с1(λ) и с2(λ) образуют
два перекрывающихся спектральных канала об-
работки солнечного излучения – соответственно
коротковолновой и длинноволновой.

Варианты обработки солнечного излучения
только функцией с1(λ) или только функцией с2(λ)
описывают случаи фатального поражения ней-

ронного пути от палочек или от синевоспринима-
ющих колбочек сетчатки до супрахиазменных
ядер гипоталамуса соответственно.

При изменении угловой высоты Солнца в
светлый период суток значения весовых коэффи-
циентов α1 и α2 в соотношении (17) постоянны
[19]. Очевидно, что спектральные характеристи-
ки функций с1(λ) и с2(λ), а также спектральные
характеристики произведений ei,eS(λ,h,n)⋅сj(λ),
независимо от значений весовых коэффициентов
α1 и α2, остаются постоянными. При этом абсо-
лютные значения функций ei,eS(λ,h,n)⋅сj(λ) сохра-
няют зависимость от угловой высоты Солнца.

В наиболее часто реализуемым случае воздей-
ствия суммы прямой и рассеянной составляющих
солнечного излучения одновременно на корот-
коволновый и длинноволновый спектральные ка-
налы (функции (15)–(17)) соотношение для СПО,
образованное в результате спектрально-селектив-
ной обработки солнечного излучения функцией
с(λ) = с1(λ) + с2(λ), имеет следующий вид:

(18)
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Рис. 3. Функция относительной спектральной цирка-
дианной эффективности: 1, 2 – графики функций
c1(λ) и c2(λ) соответственно, 3 – график функции
c(λ). 
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где функция Tэфф(n) описывается соотношением (5).

Соотношение (18) позволяет получить воз-
можные комбинации eП,eS(λ,h,n), eР,eS(λ,h,n),
с1(λ) и с2(λ), а также описать и исследовать осо-
бенности спектрально-селективной обработки
солнечного излучения при различных сочетаниях
функций (14)–(16). 

Графики зависимости (18) в циркадианной об-
ласти спектра излучения Солнца при максимуме
n = 5.5 (Tэфф = 5780 К) и минимуме n = 0
(Tэфф = 5480 К) солнечной активности, а также
график, иллюстрирующий различия абсолютных
значений eП+Р,КВ+ДВ(λ,h,n) при максимуме и
минимуме солнечной активности, полученные в
результате спектрально-селективной обработки
солнечного излучения палочками и колбочками
сетчатки, приведены на рис. 4. 

Из рис. 4а,б непосредственно следует, что по-
сле спектральной селекции солнечного излуче-
ния палочками и синевоспринимающими
колбочками сетчатки глаза спектральные харак-
теристики функций eП,eS(λ,h,n) и eР,eS(λ,h,n) со-
храняют свою форму независимо от угловой вы-
соты Солнца. Напротив, их энергетические ха-
рактеристики существенно зависят от длины
волны солнечного излучения в циркадианной об-
ласти спектра и текущей угловой высоты Солнца. 

График, иллюстрирующий зависимость раз-
ности ΔeП+Р,КВ+ДВ(λ,h,n) значений СПО в мак-
симуме и минимуме солнечной активности на
длине волны λ = 445 ⋅ 10–9 м, а также график за-
висимости разности значений СПО, отнесенных
к СПО при минимуме солнечной активности

 в интервале изменения

угловой высоты Солнца 0° ≤ h ≤ 90°, приведен на
рис. 5. 

Максимальное значение разности значений
СПО в циркадианной области спектра излучения
Солнца при максимуме и минимуме солнечной
активности при  λ = 445 ⋅ 10–9 м, h = 90 составляет
4.302 ⋅ 108 Вт ⋅ м–3. 

Из рис. 5б следует, что относительные разли-
чия в значениях СПО при максимуме и миниму-
ме солнечной активности имеют место в условиях
небольших значений угловой высоты Солнца и
находятся в пределах от 5 до 36% с последующей
стабилизацией этого значения на уровне 36% при
угловой высоте Солнца h > 25°. 

Использование приведенной выше методики
позволяет на основе данных работы [12] анало-
гичным образом получить аналитические выра-
жения, описывающие интегральные коэффици-
енты пропускания земной атмосферы и спек-
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Рис. 4. Зависимости спектральной плотности облу-
ченности от угловой высоты Солнца и длины волны
излучения, создаваемой суммой прямой и рассеян-
ной составляющих солнечного излучения при одно-
временном воздействии на коротковолновой и длин-
новолновой спектральные каналы: (а) – при макси-
муме солнечной активности (n = 5.5, Tэфф = 5780 К);
(б) – при минимуме солнечной активности (n = 0,
Tэфф = 5480 К); (в) – разность спектральных плотно-
стей облученности при максимуме и минимуме сол-
нечной активности.
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трально-селективную обработку солнечного
излучения, управляющего циркадианной актив-
ностью человека, при различных видах облачного
покрова и различной степени покрытия неба об-
лаками. 

Результаты проведенного исследования свиде-
тельствуют также о том, что в спектре любого ши-
рокополосного источника оптического излуче-
ния спектр циркадианной активности определя-
ется исключительно спектрально-селективными
свойствами палочек и синевоспринимающих
колбочек сетчатки. Однако в этом случае коэф-
фициент использования воздействующего широ-
кополосного излучения оказывается достаточно
низким. Повышение коэффициента использова-
ния излучения может быть достигнуто в специа-
лизированных облучательных установках, пред-
назначенных для предотвращения и/или купиро-
вания нарушений циркадианной активности
человека, в которых используются узкополосные
источники оптического излучения, суммарный
спектр излучения которых соответствует спек-
тральному диапазону 350 ⋅ 10–9 ≤ λ ≤ 570 ⋅ 10–9 м
циркадианной активности человека. 

Полученные в работе результаты указывают на
необходимость учета при биологических, хроно-
биологических и светотехнических исследовани-
ях изменений в течение произвольных суток вли-
яния 11-летней цикличности оптического излу-
чения Солнца. В частности, при проведении
экспериментальных и теоретических исследова-
ний циркадианной активности, а также при мо-
делировании процессов управления циркадиан-
ной активностью человека солнечным излучени-
ем учет циклической активности Солнца
позволит получать более достоверные сведения о

существе исследуемых явлений, обеспечит воз-
можность адекватной интерпретации получен-
ных результатов и формулирование достоверных
выводов по результатам исследований. 
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Spectral-Selective Transformations of Solar Radiation by Retinal Photoreceivers 
while Controlling the Circadian Rhythm of the Human Body 

in an 11-Year Cycle of Solar Activity
 A.V. Leonidov

The daily effect of solar radiation on photoreceivers of the retina of the eye when controlling the circadian
rhythm of the human body within an arbitrary 11-year cycle of solar activity is considered. The calculated data
describing the change during the solar activity cycle of the spectral and energy characteristics of solar radia-
tion that reached the earth's surface are given. On this basis, a generalized analytical expression has been ob-
tained that simulates spectral-selective treatment with retinal rods and blue-sensitive cones of the sum of the
direct and diffuse components of solar radiation. The expression obtained allows consideration of separate
spectral-selective processing of the direct and diffuse components of solar radiation with rods and blue-sen-
sitive cones of retina, including in the case of a fatal lesion of one of the neural channels connecting rods or
blue-sensitive cones with suprachiasmal hypothalamus nuclei. It is shown that the effective spectrum ob-
tained as a result of spectral selection of the components of solar radiation and used to control the circadian
activity of the human body is determined solely by the spectral sensitivity of rods and blue-sensitive cones.
The effective spectrum does not depend on daily variations in the spectrum of solar radiation when the an-
gular height of the sun varies; the daily energy characteristics of the effective spectrum, varying within each
solar activity cycle, retain their dependence on the daily angular height of the Sun and the current phase of
the solar activity cycle. Significant changes in the characteristics of solar radiation within the solar activity cy-
cle have led to the conclusion that it is necessary to take them into account in the study and simulation of the
control processes of the circadian activity of the human body by solar radiation. 

Keywords: circadian activity, rods, blue-sensitive cones, retina, relative spectral circadian efficiency, spectral se-
lection, solar activity cycle, radiation, atmospheric transmission coefficients, spectral density of irradiance, irra-
diance
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Рассмотрены основные модели мутационных процессов в ходе отбора и дрейфа. Представлена
принципиально новая модель протекания мутаций через перколяционную решетку отбора на попу-
ляционном уровне. Естественный отбор оптимальных вариантов в эволюционном потоке мутаций
рассмотрен в качестве перколяционного фильтра – физического инструмента, составляющего ме-
ханизм отбора. Модель основана на представлениях о самоорганизации в иерархических структурах
видообразования, где триггерные свойства ячейки (узла) как вентиля определяют детерминирован-
ную компоненту закрепления новых мутаций, а дрейф определяет элемент случайности в процесс
закрепления новых мутаций в потоках мутаций. Получены режимы закрепления мутаций в зависи-
мости от соотношения размера кластера носителей мутаций к общему размеру популяции, коэффи-
циентов отбора и дрейфа в череде поколений на популяционном уровне. Определен нижний порог
перколяционной решетки отбора как доля новых мутаций, зафиксированных под воздействием де-
терминированных процессов отбора для минимально воспроизводящей численности кластера. 

Ключевые слова: естественный отбор, самоорганизация, флуктуации, бифуркации, перколяции,
запрещающие и разрешающие мутации
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Моделирование мутационных процессов в хо-
де отбора и дрейфа, как правило, базируется на
анализе однотипных мутаций [1, 2] и в основном
положительных [1, 3–6]. Снижению вероятности
фиксации полезных мутаций способствуют взаи-
модействия между мутациями. Так, взаимодей-
ствие отрицательных мутаций [7] может нивели-
ровать эффект положительных мутаций [1, 4, 8], а
взаимодействия между полезными мутациями
могут приводить к замедлению процесса адапта-
ции и снижению усредненного эффекта полез-
ных мутаций [9]. В целом клональная интерфе-
ренция между мутациями возможна между мута-
циями с различной направленностью [10], и ее
вероятность увеличивается при увеличении чис-
ленности популяции и частоты мутаций [11]. Рас-
пределение полезных мутаций в ряде работ свя-
зывается с эффектами плейотропности [12, 13],
Хилла–Робертсона [14], «храповика Мюллера»
[15], обратных мутаций [16], эпистаза (так, в по-
пуляциях с половым отбором эпистаз может спо-
собствовать или не способствовать рекомбина-
ции [17–20]), которые при определенных услови-
ях способствуют ускорению или замедлению

фиксации благоприятных мутаций. Новые мута-
ции чаще возникают на клональном фоне, и кло-
нальное доминирование дает мутациям преиму-
щество, особенно если оно сохраняется в течение
длительного времени [21, 22]. Но, как показано
Н.В. Тимофеевым-Ресовским [23], возможна
фиксация единичной мутации с большим поло-
жительным эффектом, если она затрагивает клю-
чевую функцию и поддержана ранее закрепив-
шимися мутациями – принцип усиления. Адап-
тации могут способствовать как единичные
положительные мутации с большим эффектом,
так и множественные положительные мутации с
небольшим эффектом, которые встречаются ча-
ще, чем единичные мутации с большим эффек-
том и способны подавлять фиксацию мутаций с
большим эффектом [11, 24, 25]. В первом случае
речь идет об узкоспециализированных положи-
тельных мутация, которые способны вытеснять
менее полезные мутации [9, 26]. Однако необхо-
димо учитывать, что узкоспециализированные
положительные мутации с большим эффектом
являются «удачными» на небольшом временном
интервале, в отличие от широких адаптаций (ре-
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зультата взаимодействия спектра мутаций) – бо-
лее важных для процесса видообразования. 

Многие модели мутаций с одинаковым эф-
фектом рассматривают приспособленность как
бегущую волну с постоянной скоростью (в соот-
ветствии с уравнением Фишера–Колмогорова–
Петровского–Пискунова) [4, 16, 27–29], где в об-
ласти действия отбора применяются детермини-
стические законы, а в области генетического
дрейфа – законы случайных чисел [28, 30]. Мо-
дель бегущей волны также адекватно описывает
обратные и компенсирующие мутации [27, 31] (в
случае обратных или компенсирующих мутаций
волна может двигаться либо вправо – храповик,
либо влево – реверсия [16]), промежуточную об-
ласть в профиле волны, определяемую парамет-
рами отбора и дрейфа [16, 28], «стохастический
порог» [11, 28, 32], стохастический скачок в «про-
странстве пригодности» [33] и динамику смеще-
ния приспособленности [28, 34], где приспособ-
ленность может контролироваться мутациями с
достаточно слабым эффектом [33]. 

В ряде волновых моделей [35–37] рассматри-
вается влияние на мутационный процесс «мута-
тора» и «антимутатора», наличие которых при
определенных условиях может способствовать
вероятности появления новой мутации [38, 39].
Вероятность фиксации аллеля определяется раз-
мером популяции, параметрами среды, клональ-
ной интерференцией, частотой «полезных» и
«вредных» мутаций, а также «мутатора» и «анти-
мутатора». В целом, естественный отбор способ-
ствует стабильной частоте мутаций в популяции,
поэтому аллели «мутатора» и «антимутатора», ча-
стота которых больше стабильной частоты, как
правило, не поддерживаются отбором [35]. Одна-
ко понимание механизмов действия «мутатора» и
«антимутатора» в настоящее время остается не-
полным.

В значительной степени вероятность фикса-
ции мутаций зависит от спектра ранее закрепив-
шихся мутаций. Так, полезные мутации способ-
ны создавать блоки с вредными и нейтральными
мутациями в других локусах, что способствует ге-
нетической дисперсии и увеличению частоты ре-
комбинации [40–43]. Поэтому эффект новых му-
таций зависит от спектра ранее закрепившихся, а
последовательность мутаций и их закрепление
определяют «вектор отбора» после прохождения
точки бифуркации – «критической» точки видо-
образования. С физической точки зрения мы
имеем дело с кинетической необратимостью. 

Естественный отбор можно сравнить с явле-
нием перколяции [44], где перколяционный
фильтр – составляющий физический инструмент
отбора оптимальных вариантов в эволюционном
потоке мутаций. Параметры структуры, через ко-
торую протекает поток подвижной среды, и поро-

га перколяции, определяемого долей занятых уз-
лов, при которой возникает перколяционный
кластер, – связанные элементы в модели проте-
кания [45]. Перколяции могут наблюдаться в си-
стемах, состоящих из большого числа подобных
элементов, если такие связанные элементы рас-
пределенных систем находятся подобно триггеру
в одном из двух состояний – устойчивости и не-
устойчивости. В отсутствие детерминированных
механизмов сеть неустойчивых перколяций сто-
хастична и не может обеспечить устойчивое раз-
витие системы, поэтому неустойчивые траекто-
рии мутационного процесса отфильтровываются
отбором. Устойчивые (коррелированные) перко-
ляции составляют траекторию эволюции вида
или популяции. Выход популяции/вида на устой-
чивую траекторию эволюции – это динамическое
единство генетического и популяционного уров-
ней, связанных обратными связями [44]. По су-
ществу, естественный отбор определяет свойства
протекания перколяционной решетки, т.е. опре-
деляет закономерность прохождения новых мута-
ций в зависимости от спектра мутаций, ранее за-
фиксированных в популяции. Давление для про-
тока создает пул мутаций, аналогично давлению
газа или жидкости через перколяционный
фильтр, и в результате отбора-фильтра происхо-
дит выборка и фиксация мутаций. Иными слова-
ми, при наличии устойчивых (коррелированных)
мутаций формируется устойчивая траектория
эволюции. 

Аналогично перколяциям (случайным и cкор-
релированным [45, 47–49]), мутационный про-
цесс носит детерминированный (определяется
генотипом и фенотипом в ходе отбора) и случай-
ный характер (генетический дрейф), а выбор тра-
ектории развития на популяционном уровне за-
висит от спектра ранее закрепившихся «разреша-
ющих» и «запрещающих» мутаций [50]. 

МОДЕЛЬ ПЕРКОЛЯЦИОННОЙ РЕШЕТКИ 
ОТБОРА В ПОТОКЕ МУТАЦИЙ 

ПОД УПРАВЛЕНИЕМ 
ДЕТЕРМИНИРОВАННЫХ И СЛУЧАЙНЫХ 

ПРОЦЕССОВ

В модели на популяционном уровне мутации
рассматриваются вне зависимости от их направ-
ленности, так как вектор их направленности
определяется их адаптивной пользой на кратком
временном интервале и в дальнейшем, в зависи-
мости от условий среды, может изменить знак.
Узлы в перколяционной решетке (особи в попу-
ляции) работают как триггерная вентильная си-
стема в потоках мутаций, где особи – носители и
преобразователи мутаций. Триггерные свойства
ячейки (узла) как вентиля определяют детерми-
нированную компоненту закрепления новых му-
таций, а взаимодействие мутаций в череде поко-
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ГАРАЕВА и др.

лений и случайные процессы дрейфа определяют
коллективное поведение узлов и связей (мута-
ций) в пространстве перколяционной решетки. 

В модели мутации (флуктуации) являются ис-
точником, обеспечивающим качественный пере-
ход популяции на новую ступень иерархической
структуры видообразования. Самоорганизация в
иерархических структурах видообразования под-
держивается системой взаимодействий на гори-
зонтальных уровнях. По мере накопления малых
флуктуаций (мутаций) и формирования связей
между мутациями, малые флуктуации преобразу-
ются в гигантские, и система переходит на новый
уровень – обретает новую структуру с новыми
функциями. Поэтому формирование нового вида
можно рассматривать как трехуровневый про-
цесс. На первом уровне постоянного белого шума
за счет наличия многочисленных случайных про-
цессов процесс определяется точечными взаимо-
действиями особей – носителей мутаций. На
этом уровне мутации для единичных особей мо-
гут являться обратимыми, но при наличии доста-
точного количества носителей новой мутации
происходит формирование кластеров носителей
мутаций. На втором уровне имеет место локаль-
ное взаимодействие кластеров, и начинаются
специализация и дифференциация, которые по-
лучат завершение при образовании вида. На этом
уровне взаимодействия кластеров также имеют
место малые флуктуации, но конечный результат
в значительной степени определяется детерми-
нированными процессами. Переход со второго на
третий уровень является точкой бифуркации:
возможно формирование нового вида или элими-
нация носителей мутации. На третьем уровне вза-
имодействия между популяциями новая гигант-
ская флуктуация связана с формированием новой
структуры – нового вида. Это элементарный про-

цесс возникновения сложных структур c новыми
параметрами из относительно простых элементов
[51]. 

В модели для n поколений приняты следую-
щие исходные характеристики.

Популяция – неоднородная среда, обладаю-
щая набором запрещающих, разрешающих и но-
вых мутаций. 

Рассматриваются мутации: новые мутации
(MC), закрепившиеся ранее мутации – запреща-
ющие (MR) и разрешающие (MB) вне зависимо-
сти от их направленности. 

В отличие от ранее рассмотренной модели [52]
в данной случае популяция состоит из N особей,
Ne – размер кластера носителей мутаций (запре-
щающих, разрешающих и новых) в долях от N,
N – Ne – количество особей-немутантов. В сред-
нем минимальная величина размера кластера Ne
составляет 30% от общей численности популяции
[53], а максимальная величина варьирует в диапа-
зоне 60–85% от общего числа особей в популяции
[54]. Принимаем 0.3 <Nе < 0.80. 

Минимальное количество поколений п, необ-
ходимое для закрепления мутации, принимаем
равным 10. Согласно работам [55, 56], вероят-
ность фиксации мутаций в поколениях п сначала
возрастает до п = 10, а затем мутации, лежащие в
полосе ±10%, ведут себя почти нейтрально, по-
этому можно считать, что минимальное количе-
ство поколений, необходимое для закрепления
мутации на втором популяционном уровне, рав-
но 10. В случае фиксации мутации в течение
10 поколений она считается закрепившейся.

Скорость изменения общей численности по-
пуляции N равна

(1)

где r1 – константа скорости смертности нему-
тантов, r2 – константа скорости рождаемости
немутантов, r3 – константа скорости смерт-
ности мутантов, r4 – константа скорости
рождаемости мутантов. Скорость изменения

Ne зависит только от скорости смерти и рож-
дения мутантов:

(2)

В каждом поколении изменение численности
популяции равно 

ΔN = (Nn – Nn–1) = –r1(Nn–1 – Nen–1) + r2(Nn–1 – Nen–1) – r3Nen–1 + r4Nen–1.

Следовательно, численность популяции в поколении n равна 

Nn = –r1(Nn–1 – Nen–1) + r2(Nn–1 – Nen–1) – r3Nen–1 + r4Nen–1 + Nn–1. (3)

( ) ( )1 2 3 4· · · ·  ,dN r N Ne r N Ne r Ne r Ne
dn

= − − + − − +

3 4· · .dNe r Ne r Ne
dn

= − +
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Для части популяции, имеющей мутацию,
имеем:

ΔNe = (Nen – Nen–1) = –r3Nen–1 + r4Nen–1,
Nen = –r3Nen–1 + r4Nen–1 + Nen–1.

Рассмотрим зависимость числа особей в сово-
купной популяции N и мутантов Ne от поколений
для следующих случаев: 

1. Константа скорости смертности мутантов
меньше, чем константа скорости смертности не-
мутантов (r3 < r4), константа скорости смерти не-
мутантов выше, чем константа их скорости рож-
дения (r1 > r2). В этом случае рост численности
популяции N происходит за счет роста численно-
сти мутантов Ne. В итоге к тридцатому поколе-
нию немутантов в популяции содержится менее
0.7% (рис. 1а).

2. Константа скорости смертности мутантов
равна константе скорости смертности немутан-
тов (r3 = r1) и константа скорости смертности не-
мутантов выше, чем константа скорости их рож-
даемости (r1 > r2). В этом случае численность по-
пуляции падает за счет уменьшения численности
немутантов, при этом численность мутантов
остается неизменной. Популяция выходит на по-
стоянный уровень N = Ne0 = 30 (рис. 1б). 

3. Константа скорости смертности мутантов
больше константы скорости смерти немутантов
(r3 > r1) и константа скорости смертности нему-
тантов выше, чем константа скорости их рождае-
мости (r1 > r2). В этом случае происходит элими-
нация всей популяции (рис. 1в).

Исходно новая мутация MC может быть пере-
дана конечному числу особей в популяции, в за-
висимости от соотношения Ne/N, наличия и со-
отношения разрешающих (MR) и запрещающих
(MB) мутаций, значений коэффициентов отбора
(s) и дрейфа (k). Скорость закрепления новой му-
тации (в долях от общего количества мутаций) в
поколениях определяется как

(4)

где MC – доля новых мутаций от общего количе-
ства мутаций (нормированных на 1); MR – доля
разрешающих мутаций (нормированных на 1);
MB – доля запрещающих мутаций (нормирован-
ных на 1), закрепившихся; Ne – эффективный
размер популяции (доля особей от общей числен-
ности популяции, способных к размножению и
являющихся носителями мутаций – кластер);
pC – вероятность фиксации новых мутаций; pR –
вероятность наличия поддерживающих мутаций;
pB – вероятность наличия запрещающих мута-
ций; kW – слагаемое, описывающее дрейф, где
W – случайная величина, равномерно распреде-
ленная на отрезке [–1, 1], k – коэффициент дрей-
фа. Начальные условия МR = МB = 0.5. 

Для закрепления новой мутации необходимо
выполнение условия pRMR – pBМB > 0, т.е.
pR > 0.5. Принимаем pR = 0.51.

В окончательном виде уравнение (3) принима-
ет следующий вид:

(5)

При малых стохастических возмущениях
(kW << 0.51pCNe) уравнение (5) принимает вид (6)

( )R R B BC
C Cln · ,

p M p M NedM M p kW
dt N

−= − +

( ){ } ( )С
С

/   0.51 /   · ln .
1 exp 2 /  

dM Ne N s Ne N s M kW
dt Ne N s

= − +
− −

( )С
С0.51 ln .C

dM Nep M kW
dt N

= − +

Рис. 1.  График зависимости числа особей в популяции (N) и мутантов (Ne) от поколений при различных значениях
констант рождаемости и смертности мутантов и немутантов: (а) – r3 < r4, r1 > r2; (б) – r3 = r1, r1 > r2; (в) – r3 > r1, r1 > r2.
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Согласно нашим расчетам, величина 0.51pCNe
изменяется в пределах от 0.08 ≈ 0.1 до 0.23, поэто-
му пороговым значением мы будем считать вели-
чину k = 0.1: при k < 0.1 в ходе закрепления мута-
ций доминирует детерминированная составляю-
щая отбора, а при k ≥ 0.1 – дрейф. 

Для численного решения задачи скорости закреп-
ления новых мутаций как доли общего количества
мутаций по поколениям разделим интервал t ∈ [0, t]
(где t = 10 поколений) на 100 равных частей. Для ре-
шения уравнения применим одностадийную схему
Розенброка с комплексным коэффициентом [57].

Рис. 2.  Выборки из 11 случайных чисел для поколений (n) от 0 до 10 (ось х) при различных значениях Ne/N для трех
выборок случайных чисел.
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(7)

Величина W изменяется каждые десять шагов
по времени (раз в поколение). На рис. 2 показаны
выборки случайный чисел, используемые при
расчетах согласно уравнению (5). 

РЕЗУЛЬТАТЫ МОДЕЛИРОВАНИЯ

При отсутствии дрейфа процесс закрепления
мутаций определяется только закономерностями
отбора, т.е. наличием в популяции поддерживаю-
щих и запрещающих мутаций и их взаимодей-
ствием с новыми мутациями. В этом случае веро-
ятность закрепления новых мутаций при отсут-
ствии дрейфа рассчитывается по формуле (8) (на
основании данных работы [58]) и растет незначи-
тельно с ростом относительного размера клона
при исключительно детерминированных процес-
сах (рис. 3а):

[ ] [ ]C C1 τReω,  0, 99.M m M m m+ = + = (8)

Минимальное время между последовательны-
ми фиксациями мутации для детерминирован-
ных процессов в зависимости от относительного
размера клона Ne/N, среднего значения доли за-
фиксированных мутаций <MC> для заданного
Ne/N, коэффициента отбора s и отсутствии дрей-
фа (на основании данных работы [58]) определя-
ется как

(9)

Зависимость Т и <MC> от Ne/N при фиксиро-
ванных значениях s = 0.1 и k = 0 демонстрирует,
что при увеличении Ne/N растет средняя доля но-
вых мутаций <MC> и уменьшается время их фик-
сации (рис. 3б). При фиксированном значении
<MC> представлен трехмерный график зависимо-
сти времени фиксации Т от Ne/N и s (рис. 4). На

( ){ }
/   .

1 exp 2C
e

Ne N sp
N s

≈
− −

( )
C

exp 2 / 1
.

2   /
sNe N

T
M sNe N

−≈

Рис. 3.  Графики вероятности закрепления новых мутаций (pС), минимального времени между фиксациями мутаций
(Т) и усредненной доли зафиксировавшихся мутаций (<MC>) при отсутствии дрейфа (k = 0): (а) – зависимость (pC) от
Ne/N; (б) – зависимость Т и <MC> от Ne/N при фиксированных значениях коэффициента отбора (s = 0.1).
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графике видно, что при фиксированном <MC>
время фиксации практически не зависит от s и
Ne/N. При <MC> = 0.1 Т изменяется примерно на
одно поколение, при <MCMc> = 1 – на 0.1 поко-
ления. При этом время фиксации для <MC> = 0.1
и <MC> = 1 различается на порядок (время между
последовательными фиксациями, когда все мута-
ции из наличествующих фиксируются, на поря-
док меньше времени между последовательными
фиксациями, когда только 10% от мутаций фик-
сируются). 

При допороговых значениях коэффициента
дрейфа (k = 0.01) по мере увеличения коэффици-
ента отбора (s) и соотношения Ne/N доля новых
мутаций (MС) аналогично возрастает по поколе-
ниям при всех выборках случайных чисел, что
объясняется слабым воздействием дрейфа
(рис. 5). 

При достижении порогового значения коэф-
фициента дрейфа (k = 0.1) для всех исследуемых
значений коэффициента отбора отмечаются при-
знаки зарождения хаотических процессов
(рис. 6). 

Рис. 5. Графики скорости закрепления новой мутации (в долях от общего количества мутаций) в поколениях в
зависимости от Ne/N при разных значениях коэффициента отбора и допороговых значениях коэффициента дрейфа
(k = 0.01): s = 0.1, s = 0.15 и s = 0.2. На легенде оттенками серого цвета обозначено возрастание доли новых мутаций
(от черного до белого). Графики соответствуют выборкам случайных чисел № 1, 2 и 3.
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При дальнейшем усилении дрейфа, т.е. при
значении коэффициента дрейфа больше порого-
вого (k > 0.1), процессы фиксации мутаций стано-
вятся хаотическими (рис. 7). В этом случае в зави-
симости от выборки случайных чисел возможно
как максимальное количество закрепившихся
мутаций (выборка №1), так и минимальное (вы-
борка №3). 

Состояние перколяционной решетки отбора,
при котором формируется минимально достаточ-
ное количество носителей новой мутации (мини-
мальный кластер), в нашей модели связано с фор-

мированием нижнего порога перколяционной
решетки отбора – долей новых мутаций, которые
фиксируются в популяции под воздействием де-
терминированных процессов отбора для мини-
мально воспроизводящей численности кластера в
популяции. В модели значение доли новых мута-
ций (MC) для Ne/N = 0.3 при отсутствии дрейфа
(k = 0.1) является нижним порогом перколяций
(протекания). В этом случае в зависимости от
значения коэффициента отбора в первом поколе-
нии значение нижнего порога перколяций меня-
ется незначительно, а при увеличении Ne/N отме-

Рис. 6. Графики скорости закрепления новой мутации (в долях от общего количества мутаций) в поколениях в
зависимости от Ne/N при разных значениях коэффициента отбора и пороговом значении коэффициента дрейфа
(k = 0.1): s = 0.1, s = 0.15 и s = 0.2. На легенде оттенками серого цвета обозначено возрастание доли новых мутаций (от
черного до белого). Графики соответствуют выборкам случайных чисел № 1, 2 и 3.
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чается заметный рост доли новых мутаций уже в
первом поколении. 

ВЫВОДЫ

Представлена принципиально новая модель
протекания мутаций через перколяционную ре-
шетку отбора на популяционном уровне. В моде-
ли мутации (положительные, отрицательные и
нейтральные) рассматриваются вне зависимости
от их направленности, так как вектор их направ-

ленности определяется их адаптивной пользой на
кратком временном интервале и в дальнейшем, в
зависимости от условий среды, может изменить
знак. Узлы в перколяционной решетке (особи в
популяции) работают как триггерная вентильная
система в потоках мутаций, где особи – носители
и преобразователи мутаций. Триггерные свойства
ячейки (узла) как вентиля определяют детерми-
нированную компоненту закрепления новых му-
таций (пропустить/не пропустить). Взаимодей-
ствие мутаций в череде поколений и случайные

Рис. 7. Графики скорости закрепления новой мутации (в долях от общего количества мутаций) в поколениях в
зависимости от Ne/N при разных значениях коэффициента отбора (s = 0.1, s = 0.2) и значени коэффициента дрейфа
больше порогового (k = 0.2) в зависимости от выборки случайных чисел: s = 0.1, s = 0.15 и s = 0.2. На легенде оттенками
серого цвета обозначено возрастание доли новых мутаций (от черного до белого). Графики соответствуют выборкам
случайных чисел № 1, 2 и 3.
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процессы дрейфа определяют коллективное по-
ведение узлов и связей (мутаций) в пространстве
перколяционной решетки. 

При допороговых значениях коэффициента
дрейфа (k < 0.1) закрепление новых мутаций в ос-
новном определяется закономерностями их взаи-
модействия с поддерживающими (MR) и запре-
щающими мутациями (MB). При достижении и
превышении порогового значения коэффициен-
та отбора (k = 0.1) отмечаются признаки зарожде-
ния хаотических процессов. При значении коэф-
фициента дрейфа больше порогового (k > 0.1)
возможно возникновение гигантских флуктуа-
ций и, как следствие, формирование качественно
новой системы: формирование нового вида в
иерархии видообразования) или вымирание по-
пуляции под воздействием неблагоприятных му-
таций. Нижний порог протекания мутаций для
перколяционной решетки отбора в модели – это
доля новых мутаций, которые закрепляются в по-
пуляции под воздействием детерминированных
процессов отбора для минимальной численности
кластера носителей мутаций. 

Нелинейные системы способны эволюциони-
ровать по разным траекториям, проходя через
точки бифуркации, которые характеризуются не-
устойчивым состоянием систем. Вблизи бифур-
кационной точки неравновесная система оказы-
вается особо чувствительной и к незначительным
флуктуациям того или иного параметра, и флук-
туации становятся «гигантскими». Так в процессе
биологической микроэволюции происходит ви-
дообразование – разделение во времени и про-
странстве генетически открытой системы (попу-
ляции) на генетически закрытые самодостаточ-
ные системы – виды.
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A Percolation Natural Selection Grid as a Deterministic 
and Random Processes Switch in the Mutation Flow

 A.Ya. Garaeva, A.E. Sidorova, N.T. Levashova, and V.A. Tverdislov

Faculty of Physics, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/2, Moscow, 119991 Russia

The basic models of mutation processes during selection and drifting are reviewed. A fundamentally new
model of mutation flow through the percolation lattice of selection at the population level is presented.
The natural selection of optimal variants in the evolutionary flow of mutations is considered as a percolation
filter – a physical tool that forms the selection mechanism. The model is based on concepts of self-organiza-
tion in hierarchical structures of species formation, where trigger properties of a cell (node) as a valve deter-
mine the deterministic component of fixation of new mutations, and the drift determines the element of ran-
domness in the process of fixation of new mutations in mutation flows. Modes of fixation of mutations de-
pending on a ratio of the cluster size of mutation carriers to the general size of a population, selection and drift
coefficients in a sequence of generations at a population level are obtained. The lower threshold of the perco-
lation selection grid was determined as a share of new mutations fixed under the influence of deterministic
selection processes for minimum reproducing cluster size. 

Keywords: natural selection, self-organization, fluctuations, bifurcations, percolations, prohibiting and permitting
mutations




