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На основе литературных данных анализируется состояние дел в понимании свойств жидкой воды.
Отмечается несоответствие затраченных усилий и достигнутых результатов, отсутствие модели, об-
ладающей общностью, и неопределенность перспектив. Для выхода из кризиса предлагается газо-
твердотельная модель Френкеля, дополненная протонным обменом, радикально отличающаяся от
существующих взаимопревращением молекул и ионов. Демонстрируется пример единообразного и
последовательного описания моделью важнейших параметров жидкой воды – диэлектрической
проницаемости, энтальпии испарения, коэффициента самодиффузии, вязкости и теплопроводно-
сти. 

Ключевые слова: вода, водородные связи, протонный обмен, спектр поглощения, pH.
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Вода является базовым веществом в биологии.
На ее основе формируются жизненно важные во-
донаполненные среды, свойства которых интен-
сивно исследуются [1–3]. По собственным свой-
ствам вода обычно рассматривается как ней-
тральный буфер [4]. Пренебрежение химической
активностью воды в биологических средах нахо-
дится в явном противоречии с признанным по-
стулатом, что без воды жизни нет [5]. При том что
важность воды не оспаривается, не существует
обоснования этого убеждения на молекулярном
уровне [6]. 

По мере привлечения все новых эксперимен-
тальных и расчетных методов проблема понима-
ния свойств воды не снимается, количество неяс-
ных и спорных вопросов непрерывно растет:
«Чем больше смотрим, тем больше проблем; но-
вые методы, проникая все глубже в молекуляр-
ную архитектуру воды, подбрасывают все новые
головоломки» [5]. Стало привычным, что предла-
гаемые модели общих выводов не дают. Они все-
гда специфичны и объясняют связанные с водой
явления «по месту»: «подобно слепым со слоном,
разные модели описывают разные аспекты пове-
дения воды» [7].

В современном описании воды противоречий
так много, что они составляют норму, а сама вода
как жидкость считается аномальной [8, 9]. Непо-
нятности коллекционируются, и коллекция с го-

дами растет [10]. В работах последних лет выска-
зывается догадка, что базовая парадигма воды вы-
строена неправильно, потому и дела «идут криво»
[11]. 

О СЕТКЕ ВОДОРОДНЫХ СВЯЗЕЙ
Около ста авторов от водного сообщества в те-

матическом сборнике «Water – The Most Anoma-
lous Liquid» оценили современное состояние дел,
провели инвентаризацию существующих знаний
и пришли к выводу, что центральным из нере-
шенных является вопрос о водородных связях:
«Какова структура и динамика сетки водородных
связей в воде, ответственной за уникальные свой-
ства? Этот вопрос дискутируется более 100 лет и
все еще не решен» [8]. По современным представ-
лениям, все богатство свойств воды обязано ди-
намическим процессам в структуре водородных
связей – их непрекращающимся разрывам и вос-
становлениям [12–14]. Проблема понимания
свойств воды таким образом сводится к понима-
нию свойств сетки водородных связей. 

Идея о сетке водородных связей для воды была
высказана в 1933 г. Дж. Берналом и Р. Фаулером:
«Чистая вода, за исключением небольшой есте-
ственной ионизации, состоит из молекул H2О.
Нет оснований полагать, что эти молекулы, отли-
чаются от молекул H2O в паре. При 100°C одна
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связь из четырех будет разорвана, а при 250°C –
половина связей» [15]. Это представление неиз-
менно по сей день, на нем базируются все совре-
менные исследования [16, 17]. Находящиеся в
сетке водородных связей молекулы «непрерывно
меняют своих соседей, среднее время жизни во-
дородной связи составляет несколько пикосе-
кунд» [18]. В принятой картине вода бурлит с об-
разованием молекулярных сгустков, пустот, кла-
стеров, ламелей, цепочек, дырок и т.п. (см.,
например, рис. 1 в работе [19]). Молекулы пово-
рачиваются и перемещаются при случайно воз-
никающих удобных условиях. Картина выглядит
сверхсложной, для ее описания часто исходят из
«разумных соображений». Предложено несмет-
ное количество моделей, но ни одна не стала об-
щеупотребимой. Много ссылок по теме приведе-
но в работе [20].

Проблему мы видим в том, что водородная
связь как важный атрибут воды и центральный
объект исследований не имеет четкого определе-
ния: «Нет возможности прямого физического на-
блюдения водородных связей и есть произвол в ин-
терпретации того, что фактически измеряется»
[21]. Только в общем понятно, что «водородная
связь» случается при расположении атома водоро-
да между двумя атомами кислорода: «Когда это
происходит, говорят, что образовалась водородная
связь» [22]. Уточнения сразу же требуют догово-
ренностей [12]. Критериев множество – геометри-
ческих, энергетических, смешанных. По воле ис-
следователей водородные связи могут быть длин-
ными и короткими, сильными и слабыми,
прямыми и изогнутыми, натянутыми и провисши-
ми, целыми и разорванными, подлинными и слу-
чайными, относящимися к первой, второй и т.д.
координационным сферам, непрерывно существу-
ющими и мерцающими, долго- и короткоживущи-
ми. Произвол в выборе начальных условий ведет к
разбросу результатов [23]. Еще в 70-х годах про-
шлого века высказывалось предостережение, что
описание свойств воды количеством разорванных
водородных связей нельзя считать подходящим
параметром [24]. И 40 лет спустя сомнения оста-
лись: «Нет согласия в том, как должна быть опре-
делена структура и как должна быть измерена или
рассчитана сетка водородных связей» [25]. 

Суммируя, заключаем, что концепция сетки
водородных связей противоречива, и соглашаем-
ся с тем, что ее следует пересмотреть [26]. По всем
признакам решение проблемы лежит на базовом
уровне [11]. Для выработки правильного понима-
ния требуется новый нестандартный подход [27].
В рамках существующих представлений задача
выглядит неподъемной [28, 29].

В работах [30–32] мы опробовали обход суще-
ствующих трудностей, обратившись к газотвер-
дотельной модели Френкеля, в которой понятие

водородных связей не используется [33]. Отка-
заться от водородных связей позволяет тот факт,
что они устанавливаются на очень короткие (пи-
косекундные) времена [34]. В этих условиях взаи-
модействия молекул можно представить как
столкновения. Жидкая вода выглядит тогда плот-
ным газом частиц, находящихся в тепловом
столкновительном движении, при котором каж-
дая частица диффундирует и одновременно ко-
леблется в клетке из окружающих ее соседей. До-
полнительно мы отказались от постулата о неде-
лимости молекул Н2О и ввели в модель условие,
что при столкновениях между частицами проис-
ходит протонный обмен [35, 36], в результате ко-
торого молекулы и ионы взаимопревращаются. 

ПРЕДЛАГАЕМАЯ МОДЕЛЬ 

В литературе обращает на себя внимание серия
работ 60-х годов прошлого века по квазиупругому
рассеянию нейтронов в жидкой воде [37, 38]. Мас-
штаб этих исследований на общем фоне мал, но
они важны для нас подходом к интерпретации экс-
периментальных данных. Авторами использова-
лась газотвердотельная модель Френкеля, в рамках
которой молекулы в воде движутся в режиме «пры-
жок–ожидание» с коэффициентом диффузии при
комнатной температуре D ~ 10–9 м2/с и временем
пребывания в локализованном колебательном со-
стоянии t0 ~ 3 пс. Была сделана попытка согласо-
вать модель с представлением о вращении молекул
в сетке водородных связей, но успехом она не
увенчалась, а именно, выделить ожидавшуюся вра-
щательную составляющую движения не удалось
[37]. Этим мы объясняем факт, что отмеченные ис-

Рис. 1. Ион-молекулярная газотвердотельная мо-
дель жидкой воды. Пустые кружки – нейтральные
дипольные молекулы Н2О, кружки с плюсами и ми-
нусами – ионы Н3О+ и ОН–. Для простоты и нагляд-
ности протоны не показаны; концентрация ионов
увеличена вдвое. Наслоение кружков в центре ри-
сунка символизирует трехмерность среды.
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следования забыты и в современных публикациях
практически не цитируются. Однако именно это
полузабытое представление о диффузно-колеба-
тельном движении молекул позволяет отказаться
от использования для жидкой воды понятия сетки
водородных связей. 

В работах [30–32] с целью описания панорам-
ных диэлектрических спектров жидкой воды мы
сформулировали постулаты, которые высветили
картину отвечающей им среды. Эта молекулярная
среда с диэлектрическими свойствами жидкой
воды представлена на рис. 1. В последующих ра-
ботах мы исследовали ее за пределами электроди-
намики для описания тепловых и транспортных
свойств воды [39, 40]. 

Описание модельной среды. Среда состоит из
атомов кислорода с закрепленными на них про-
тонами в количестве одного, двух и/или трех (на
рисунке не показаны). Полыми кружками пред-
ставлены молекулы Н2О, а кружками со значками
«+» и «–» – ионы Н3О+ и ОН– (молекулы с нечет-
ным числом протонов, с лишним и/или недоста-
ющим протоном по отношению к нейтральной
молекуле Н2О). Кружки диаметром d = 2.8 Å раз-
делены зазором в четверть диаметра, δ = 0.7 Å, что
соответствует реальному расположению молекул
в жидкой воде [24]. На мгновенном снимке всегда
есть группы поляризованных молекул, центриро-
ванных ионами (ионы в гидратной оболочке, по-
казаны в углах рис. 1). Совокупность гидратиро-
ванных ионов представляет собой надмолекуляр-
ную структуру, имеющую собственную степень
свободы движения. Для сравнения заметим, что в
традиционной картине воды кружки зарядов «+»
и «–» не имеют (считается, что их пренебрежимо
мало), и они связаны палочками водородных свя-
зей, исходящими из каждого кружка в количестве
от нуля до четырех. 

Когезия модельной среды. Изображенная на
рис. 1 среда состоит из нейтральных дипольных
частиц массой m = 3 ∙ 10–26 кг с дипольным мо-
ментом p = 1.84 Д и ионов с зарядом величиной
q = 1.6 ⋅ 10–19 Кл. Частицы удерживаются силами
ион-ионного, диполь-ионного и слабого диполь-
дипольного взаимодействий. Нейтральные моле-
кулы притягиваются к ионам диполь-ионным
притяжением, а ионы разного знака друг к
другу – ион-ионным притяжением. Из сказанно-
го следует, что связующим фактором молекул яв-
ляется кулоновское поле лишних протонов и
протонных дырок, броуновским способом блуж-
дающих по молекулам Н2О. Характер связи – ди-
намический. В силу обобществленности прото-
нов она сродни металлической – с обобществлен-
ными электронами. И только на временах,
меньших пикосекунд, связь можно считать на-
правленной (водородной или ковалентной).

Тепловая динамика модельной среды. Частицы
находятся в тепловом столкновительном движе-
нии. При комнатной температуре средняя ско-
рость молекул составляет 640 м/с и время пролета
зазора – 0.1 пс. При столкновениях лишние про-
тоны и дырки могут переходить с кислорода на
кислород, «менять хозяина». Межкислородный
переход протонов есть фундаментально прису-
щий жидкой воде протонный обмен [35, 36]. Его
следствием в нашей модели является то, что ней-
тральные молекулы и ионы с определенным тем-
пом взаимопревращаются: каждая молекула (пу-
стой кружок на рис.1) становится ионом (круж-
ком с «+» или «–»), а каждый ион – молекулой.
Процесс ион-молекулярных взаимопревращений
определяет времена жизни молекул и ионов. В
среде с указанными выше параметрами они со-
ставляют нано- и пикосекунды. При фиксиро-
ванной температуре поддерживается ион-
молекулярный концентрационно-временной ба-
ланс [32]:

Nw/τw = Ni/τi, (1)

где N и τ с индексами w и i – концентрации и вре-
мена жизни соответственно молекул и ионов. 

Лишний протон или дырка на молекуле воды
придает частице заряд, который благодаря соуда-
рениям и протонному обмену случайно блуждает
в объеме, совершает диффузионное движение. В
физике ионных проводников, где изучается такое
движение, частица в зависимости от того, дви-
жется она неэкранированной или экранирован-
ной, называется голой или одетой [41]. В одетом
режиме резко увеличивается эффективная масса
частицы и падает ее подвижность. При электро-
магнитном зондировании голые и одетые части-
цы дают отклик на разных участках спектра. Со-
ответственно при спектральных измерениях на
разных участках спектра зондируются разные ча-
стицы – с одинаковым зарядом q, но разными эф-
фективной массой m и подвижностью μ. 

Электродинамика модельной среды. Избран-
ный нами френкелевский подход предполагает
для частиц диффузно-колебательный режим дви-
жения, а именно: на коротких временах – колеба-
ния частицы внутри клетки из ближайших сосе-
дей (со смещением, меньшим межатомного рас-
стояния), а на длинных временах – перемещение
частицы на расстояния, большие межатомного.
Поскольку молекулы помечены зарядами «+» или
«–», их перемещения активны в спектрах элек-
тромагнитного поглощения. Вид этого спектра, в
силу электромагнитной природы вещества, на-
прямую отражает молекулярное строение зонди-
руемой среды. 

Движение частиц в среде реализуется поста-
дийно. Самый быстрый процесс – межкислород-
ный перескок протона, происходящий при
столкновении иона и молекулы. Он происходит
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за времена порядка долей пикосекунды и наблю-
дается в спектре поглощения в виде широкого
пика на частотах ~ 1013 Гц. За перескоком протона
следует на порядок более медленное перемеще-
ние гидратной клетки (поляризационной конфи-
гурации окружающих молекул). Оно проявляется
в спектре поглощения в форме плоского плато на
частотах 1012 – 109 Гц. За смещениями протона и
гидратной клетки с наибольшим запаздыванием
следует перемещение ионного облака, первона-
чально равновесно окружавшего выделенный
ион. Последнее движение дважды экранирован-
ного протона (или дырки) регистрируется на ча-
стотах ниже 107 Гц.

Жидкая вода, на которую ориентирована наша
модель, имеет выразительный сверхвысокоча-
стотный инфракрасный спектр поглощения, со-
стоящий из нескольких мощных полос [32, 42].
Согласно модели их интерпретация следующая:
пик в районе 5 ТГц есть колебания голого иона, а
спадающие от него в сторону низких частот сту-
пеньки – диффузия иона, одетого сначала в гид-
ратную оболочку (до частот ~ 109 Гц), а затем до-
полнительно в ионную оболочку (ниже ~ 107 Гц).
Низкочастотная часть спектра в двойном лога-
рифмическом масштабе выглядит как сильно на-
клоненная вправо буква S с двумя полками –
нижней и верхней [31, 42]. Проводимость на пол-
ках передается формулой для проводимости сво-
бодных независимых частиц: 

σi = Niqμi, (2)

где Ni – концентрация заряженных частиц, q –
элементарный заряд и μi – подвижность частицы.
Индексы i = 2 и 3 относятся к гидратированному
иону и ему же, дополнительно одетому в ионную
шубу.

Каждая ступенька дает вклад Δεi в статическую
диэлектрическую проницаемость ε(0). Последняя
является интегральной характеристикой динами-
ки и суммарно представляет всю палитру микро-
скопических движений, связанных с разделением
зарядов. Наибольший вклад ΔεD (более 90%) ис-
ходит от ступеньки 2, от присущей воде так назы-
ваемой дебаевской релаксации, производящей
широко известный сверхвысочастотный нагрев
воды. Высокое значение ΔεD (74 при комнатной
температуре) ведет к высокому значению всей
статической проницаемости ε(0) = 80 и придает
воде высокую растворяющую способность. И
растворяющая способность, и сверхвысочастот-
ный нагрев воды таким образом происходят из
ΔεD и являются двумя сторонами одной медали. 

Происхождение ΔεD обычно связывают с ди-
намикой дефектов сетки водородных связей. Мо-
лекулярные модели на этом поле продолжают

множиться [43]. В нашей газотвердотельной мо-
дели ΔεD отражает пространственную ограничен-
ность движения гидратированного иона внутри
ионного облака (стадия 2) [32]. В аналитическом
выражении она выглядит как температурная ги-
пербола [44]: 

ΔεD = (2Ni)
1/3q2/[12πε0(1 + τs/τi)kBT], (3)

где τi – время жизни иона (из формулы (1)), τs –
время релаксации гидратной клетки, ε0 – диэлек-
трическая проницаемость вакуума, kB – констан-
та Больцмана, T – температура. Формула нагляд-
но демонстрирует отличие предлагаемого подхо-
да от принятого: в ней отсутствует всегда
присутствующий в других моделях источник по-
ляризации – дипольный момент отдельной моле-
кулы воды. В нашей модели поляризация среды
определяется не упорядочением молекулярных
диполей, а токами зарядов, их концентрацией и
подвижностью. Подвижность задается времена-
ми τi и τs, которые извлекаются из диэлектриче-
ских спектров. Формула содержит единственный
свободный параметр Ni. Она удовлетворительно
передает величину и температурный ход диэлек-
трической проницаемости воды в широком ин-
тервале температур (будет графически представ-
лена ниже в пакете с тепловыми и транспортны-
ми параметрами воды). 

На низких частотах, в области нижней сту-
пеньки (при долгих временах однонаправленно-
сти поля), перемещения всех частиц (голых и оде-
тых) усредняются. В пределе бесконечно боль-
ших времен (на нулевой частоте зондирования)
молекулярные диполи Н2О, по нашей модели,
постоянно пребывают в стягивающем кулонов-
ском поле однозарядного иона Н3О+ или ОН–. 

Тепловые и транспортные свойства среды. В ра-
ботах [39, 40] нами было найдено, что помимо
электродинамических среда обладает еще рядом
параметров, совпадающих с присущими воде. На
рис. 2 представлено сравнение в широком интер-
вале температур экспериментальных и рассчи-
танных по модели температурных зависимостей
коэффициента самодиффузии D, вязкости η, эн-
тальпии испарения Н, диэлектрического вклада
дебаевской релаксации Δε и теплопроводности θ.
Расчетные кривые ложатся на эксперименталь-
ные подбором единственного и общего для
всех кривых параметра – концентрации ионов
Ni = 2.3 ⋅ 1027 м–3. Принципиально важно, что в
формировании перечисленных свойств наравне с
молекулами участвуют протоны, наделенные в
нашей модели собственной (быстрой) степенью
свободы. Количество параметров, охваченных
единым описанием, беспрецедентно велико.
Этим модель отвечает важнейшему требованию
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последних лет – передавать свойства воды с мак-
симальной полнотой [46]. 

ДИСКУССИЯ 

Несмотря на успешность в описании свойств
воды, модель встречает возражения. Главная ― за-
предельно высокая, с точки зрения принятых
представлений, концентрация ионов Н3О+ и ОН–

(«+» и «–» на рис. 1): «Модель требует концентра-
ции ионов, на семь порядков превышающей реаль-
ную концентрацию [H3O+] = 10–7 моль/дм3, так что
выглядит неправдоподобной» [47] (курсив наш). 

Корень конфликта – в словосочетании «реаль-
ная концентрация». Обращаем внимание, что ме-

тода прямого измерения такой концентрации Ni

не существует. Величина Ni = 10–7 моль/л приня-
та по соглашению на основе результатов косвен-
ных измерений, интерпретированных с исполь-
зованием целого набора предположений. Для
расчета концентрации Ni используют уже упомя-
нутую выше формулу (2) в предположении, что
ионов Н3О+ и ОН– мало и они друг с другом не
взаимодействуют [48, 49]. Собственную проводи-
мость воды принимают равной 5.5 · 10–8 Ом–1 см–1

(удельное сопротивление 18 МОм · м для чистой
воды при комнатной температуре), а величину μ
для ионов Н3О+ и ОН– получают путем проведе-
ния серии процедур с водными растворами элек-
тролитов [48, 49]. Сначала из перекрестного срав-
нения параметров ионного разделения в раство-
рах электролитов разного химического состава по
теории Аррениуса определяют подвижности ионов
электролита, а далее экстраполируют эти значения
на случай бесконечного разбавления, когда ионов
электролита в растворе не остается совсем, но про-
водимость не пропадает. Таким путем по остаточ-
ному принципу рассчитывают подвижности ионов
воды Н3O+ и ОН– (получают соответственно
349.8 и 198.5 См · cм2 · моль–1 при комнатной темпе-
ратуре) и, суммируя аддитивно по закону Кольрау-
ша (с результатом 548.3 См · cм2 · моль–1), из приве-
денной формулы (2) для проводимости получают
величину 10–7 моль/л. Ее и принимают за концен-
трацию Ni собственных ионов воды и работают с
водой в предположении, что концентрация ионов
мала. Полученная описанным способом концен-
трация Ni = 10–7 моль/л есть не эксперименталь-
ный факт, а лишь интерпретация кондуктометри-
ческих экспериментов с водными растворами
электролитов. 

В схеме не учитывается факт, что между иона-
ми Н3О+, ОН– и нейтральными молекулами Н2О
происходит быстрый протонный обмен, отчего
молекулы и ионы долго не живут. Проблему хоро-
шо понимали классики: «H2О present in pure water
occurs in less than 10–4 s» (с. 509 в работе [50]. В
свете современных знаний неучет протонного об-
мена неприемлем [51]. Уже и компьютерные си-
муляции, хотя и редко, предлагают сценарии ге-
нерации в воде высокой концентрации коротко-
живущих ионов [36].

Учет взаимодействий требует радикального
пересмотра принятой интерпретации спектра
проводимости воды [30, 31]. Сто лет назад, когда
освоенными для диэлектрических измерений бы-
ли только отдельные участки спектра, рост про-
водимости в районе 107 Гц назывался эффектом
Дебая–Фалькенхагена, а сильное поглощение в

Рис. 2. Пример описания моделью коэффициентов
диффузии D, вязкости η, энтальпии испарения Н,
диэлектрического вклада ΔεD и теплопроводности �
жидкой воды [40]. Пунктирные черные кривые –
эксперимент [45], сплошные серые кривые – мо-
дельный расчет с общим для всех кривых параметром
(концентрацией ионов) Ni = 2.3 ⋅ 1027 м–3.
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районе 109 Гц – эффектом Дебая–Хюккеля [48].
Нижнюю полку (проводимость «на постоянном
токе», dc-проводимость, нашу σ3) связали и до
сих пор связывают с перемещением протонов, а
верхнюю (проводимость «на переменном токе»,
ac-проводимость, нашу σ2) – с переориентацией
молекулярных диполей. Первая, по принятому
соглашению, считается отражающей концентра-
цию свободных протонов (рН = 7 при комнатной
температуре), а вторая – концентрацию вращаю-
щихся диполей (дебаевская релаксация, сверхвы-
сокочастотный нагрев). Вплоть до настоящего
времени dc- и ac-проводимости изучаются как са-
мостоятельные явления, ничего общего друг с
другом не имеющие. Низкое значение dc-прово-
димости принимается как свидетельство низкой
концентрации Ni свободных зарядов (протонов и
дырок). 

С позиций нашей модели принятая концен-
трация Ni относится не к свободным (голым)
ионам, а к дважды экранированным, одетым
гидратной и ионной оболочками. Мы исходим
из того, что истинная концентрация зарядов в
среде («реальная концентрация») может быть
корректно определена только из измерений на
высоких частотах, когда за время однонаправ-
ленного действия поля взаимодействие не успе-
вает включаться, т. е. когда заряженные частицы
являются голыми. На низких частотах, как уже
говорилось, они одеваются разными видами
взаимодействий. В соответствии с этим мы ин-
терпретируем малость величины dc-проводимо-
сти воды не малостью концентрации Ni незави-
симых ионов, а, наоборот, высокой концентра-
цией Ni сильно взаимодействующих ионов,
имеющих низкую подвижность [30–32]. Кон-
центрацию Ni свободных ионов в таких условиях
представляет не нижняя полка спектра проводи-
мости, как принято, σdc = 5.5 ⋅ 10–6 Ом–1 м–1, а
верхняя, σac = 79 Ом–1 м–1, которая лежит на
семь порядков выше. Из этого следует и на семь
порядков более высокая концентрация носите-
лей тока. 

Интерпретация спектра проводимости напря-
мую связана с понятием водородного показателя
pH. Считается, что он определяет концентрацию
ионов водорода (pH есть «логарифм концентра-
ции ионов водорода, взятый с обратным знаком»
[52]). При кондуктометрическом определении рН
концентрацию Ni рассчитывают, как говорилось,
по формуле (2) делением значения dc-проводи-
мости водного раствора на подвижность μ ионов
гидроксония Н3О+. В этой процедуре проводи-
мость экранированной (одетой) частицы σ3 де-
лится на подвижность свободной (голой) части-

цы μ2. Частицам с большой эффективной массой
приписывается подвижность частиц с массой, на
семь порядков меньшей. Так определяемый рН
формируется из параметров частиц, откликаю-
щихся в диэлектрическом спектре на разных его
участках. В рамках нашей модели, таким образом,
рН отражает отношение скоростей диффузии
свободных и экранированных частиц (протонов и
протонных дырок). Тема рН подробно обсужда-
ется нами в работе [53].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По литературным данным проанализировано

положение дел в понимании свойств жидкой во-
ды. Оно найдено неудовлетворительным из-за от-
сутствия сколько-нибудь общей модели для опи-
сания присущих воде свойств и отсутствия пер-
спектив изменения ситуации. Предложен путь
выхода из кризиса с опорой на данные спектраль-
ных диэлектрических измерений и использова-
ние для их описания газо-динамической модели
Френкеля. Схематично представлена предлагае-
мая модель и приведено свидетельство успешно-
сти описания ею таких свойств воды, как ди-
электрическая проницаемость, коэффициент са-
модиффузии, вязкость, теплопроводность и
энтальпия испарения.
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Current Understanding of the Properties of Liquid Water: Possible Alternative Solution
 A.A. Vasin and A.A. Volkov

Prokhorov General Physics Institute, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 38, Moscow, 119991 Russia

Based on information extracted from the published literature, we have analyzed the current state of knowl-
edge linking to the properties of liquid water. There is a discrepancy between the efforts made and the results
achieved, there is no model of commonality and the certainty in prospects. While searching for optimal solu-
tion to the problem, we propose to use the gas-solid state Frenkel approach wich takes into account the inter-
conversion of molecules and ions. It has been demonstrated that this model can be used to provide a uniform
and consistent description of the most important parameters of liquid water such as dielectric constant, evap-
oration enthalpy, self-diffusion coefficient, viscosity and thermal conductivity. 

Keywords: water, hydrogen bonds, proton exchange, absorption spectrum, pH
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C помощью оптической микроскопии исследовано влияние воздуха, гелия, аргона, ксенона и гек-
сафторида серы на целостность структуры льда, формирующегося при замораживании воды и ряда
криозащитных растворов в температурном диапазоне от 0 до –50°С. Показано, что кристаллизация
капли воды объемом ≈ 200 мкл в атмосфере воздуха происходит с нарушением целостности струк-
туры льда. В замороженных образцах наблюдается образование газовых микропузырьков диамет-
ром до 250 мкм. Продувка над поверхностью капли воды аргона, ксенона или гексафторида серы пе-
ред замораживанием позволяет снизить максимальный размер микропузырьков до 100 мкм. Про-
дувка гелия над поверхностью воды, растворов DMEM и «ЕвроКоллинз» позволяет полностью
устранить или значительно уменьшить образование газовых микропузырьков в процессе кристал-
лизации. Для формируемого при этом массива льда характерна тенденция к снижению вероятности
растрескивания при охлаждении до –50°С, что может способствовать выживаемости биологическо-
го материала при консервации. Добавление криопротектора этиленгликоля в концентрации 1–
10 об. % в раствор позволяет снизить или полностью предотвратить выделение микропузырьков га-
за при замораживании. Механизм, с помощью которого реализуется данный феномен, остается не-
ясным. Добавление этиленгликоля в концентрации 10 об. % и более также предотвращает растрес-
кивание льда при охлаждении до –50°С. 

Ключевые слова: криоконсервация, кристаллы льда, этиленгликоль, инертные газы, гелий, микропузырь-
ки, растрескивание.
DOI: 10.31857/S0006302921050021

Методы криоконсервации (глубокого замора-
живания биообъектов) возникли в середине про-
шлого века [1], активно развивались и в настоя-
щее время широко применяются в различных
сферах – науке, медицине, сельском хозяйстве,
биотехнологическом производстве. Выживае-
мость биологических объектов при глубоком за-
мораживании зависит от физических процессов,
происходящих в водных растворах в процессе за-
мораживания и оттаивания. Состав растворов и
применяемые криопротекторы оказывают влия-
ние на зарождение и рост кристаллов льда, их
форму, размер, на возможность стеклования рас-
творов, температурное сжатие и расширение. Су-
щественную роль в перечисленных процессах иг-
рают растворенные в жидкой среде газы. Счита-
ется, что некоторые газы, например ксенон или

гексафторид серы, способны повысить жизне-
способность биологического материала при
криоконсервации [2–7]. В нашей лаборатории на
модели клеточных культур были показаны крио-
защитные свойства гелия [8].

Газы растворяются в воде по «пустотному ме-
ханизму», внедряясь в полости, образованные
молекулами воды [9]. Во время кристаллизации
водных растворов газы вытесняются из образую-
щихся кристаллов льда в окружающий водный
раствор, что вызывает нарастание концентрации
газов в остаточном незамерзшем растворе. В ито-
ге достигается пересыщение раствора газами, и
они начинают выделяться из раствора, образуя
микропузырьки [10, 11]. Если имеется однона-
правленный фронт кристаллизации, то газы
могут быть выдавлены из жидкости. Если же
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фронт неравномерный (например, в случае поме-
щенной в жидкий азот криопробирки с жидко-
стью), то газы окажутся в ловушке, образованной
кристаллами льда на периферии объема жидко-
сти. При затвердевании раствора микропузырьки
газа создают неоднородности. Именно эти неод-
нородности служат местами наиболее вероятного
образования трещин при дальнейшем охлажде-
нии отвердевших растворов вследствие процес-
сов температурного сжатия и расширения, т.е.
температурных деформаций. Кроме того, нали-
чие микропузырьков способствует увеличению
температурных градиентов при охлаждении/
разогреве материала [11]. В процессе заморажива-
ния суспензии животных клеток нуклеация кри-
сталлов льда происходит вне клеток, и при даль-
нейшем замораживании клетки, как правило,
оттесняются растущими кристаллами и сосредо-
тачиваются в остаточном незамерзшем растворе
[12]. Следовательно, очаги возникновения мик-
ропузырьков будут находиться вблизи клеток и
перечисленные негативные явления с большой
вероятностью могут служить повреждающими
факторами.

Ранее нами была высказана гипотеза, что сни-
жение концентрации растворенных газов в био-
логическом материале может снизить количество
неоднородностей в растворе при замораживании
и повысить выживаемость криоконсервирован-
ных клеток [8]. Наиболее распространенный фи-
зический способ дегазации жидкостей – вакуу-
мирование, но к живым клеткам и тканям млеко-
питающих подобный метод неприменим. Однако
значительно снизить количество растворенных
газов в системе с живыми объектами можно мето-
дом инкубации в атмосфере газа с низкой раство-
римостью. При инкубации суспензии клеток в ат-
мосфере определенного состава газы, находящи-
еся в растворе, будут выходить из него по
градиенту концентрации, а газ из газообразной
фазы будет переходить в раствор в количестве,
определяющемся коэффициентом растворимо-
сти. Чем меньше коэффициент растворимости
такого газа в жидкости, тем меньше окажется об-
щее количество газов, растворенных в жидкой
фазе, в результате инкубации в его атмосфере.

Особенно интересен в этом отношении гелий.
Это нетоксичный инертный газ, с низким коэф-
фициентом растворимости в воде и водных рас-
творах. Помимо низкой растворимости в воде, ге-
лий, в отличие от большинства других газов, име-
ет сравнительно высокий коэффициент
растворимости во льду. При одной и той же тем-
пературе его растворимость во льду выше, чем в
воде [13]. Очевидно, что при образовании льда ге-
лий, встраиваясь в кристаллическую решетку
льда, не будет вытесняться в окружающий рас-
твор и, следовательно, не будет образовывать
микропузырьки. 

Целью настоящей работы являлось исследова-
ние влияния газовой атмосферы на заморажива-
ние воды и консервирующих растворов, в том
числе содержащих классические криопротекторы
(на примере этиленгликоля). Мы сравнивали
процесс кристаллизации и структуру отвердев-
шей капли, замороженной в атмосфере гелия, ар-
гона, ксенона, гексафторида серы и воздуха. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Наиболее информативным методом наблюде-

ния за различными процессами в реальном вре-
мени является оптическая микроскопия. В ряде
работ оптическую микроскопию применяли для
наблюдения за образованием и ростом кристал-
лов газовых гидратов [14–16]. В работе [17] нами
отработана методика наблюдения за образовани-
ем и ростом кристаллов газовых гидратов в герме-
тичной ячейке под давлением газа. Для изучения
влияния инертных газов (гелий, аргон, ксенон) и
гексафторида серы на структуру образующегося
льда была использована аналогичная методика
наблюдения за каплей жидкости в герметичной
ячейке. Этот метод позволяет заменить газовый
состав, окружающий каплю, на время, достаточ-
ное для газообмена в жидкости, и наблюдать за
процессами в охлаждаемой капле в реальном вре-
мени с разрешением ~(1–10) мкм.

Процесс образования льда исследовали в тита-
новой кювете-барокамере (рис. 1) (далее по тек-
сту – барокамера), установленной в поле зрения
стереомикроскопа MZ16A (Leica, Германия).
При исследовании капли применяли метод про-
ходящего, нижнего и бокового освещения. 

Внутрь основного отсека барокамеры помеща-
ли каплю исследуемой жидкости объемом
250 мкл (диаметр капли ≈12 мм, высота (толщи-
на) ≈1.7 мм). При комнатной температуре к баро-
камере подсоединяли пластиковый баллон, за-
правленный 2 л исследуемого газа при атмосфер-
ном давлении. Предварительно для вытеснения
атмосферных газов из внутреннего объема баро-
камеры ее продували 200 мл газа. Исследуемую
жидкость выдерживали при комнатной темпера-
туре 1 ч, в течение которого каждые 2 мин подава-
ли в барокамеру газ из баллона порциями по
50 мл. Излишки газа выходили через ослаблен-
ную заглушку, поэтому давление в камере не пре-
вышало атмосферное. Между газовой средой и
жидкостью протекали процессы сорбции/де-
сорбции газов. Растворенные в жидкой капле ат-
мосферные газы диффундировали из жидкости в
газовую среду и удалялись при продувке газа че-
рез камеру. Растворение инертного газа в воде
происходило до достижения максимальной рав-
новесной концентрации при данных значениях
давления и температуры. Таким образом проис-
ходила смена состава газов, растворенных в капле
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жидкости. Перед охлаждением входной и выход-
ной штуцеры затягивали, перекрывая ход газа, и
далее газовую атмосферу не меняли. Скорость
охлаждения капли в барокамере составляла
1°С/мин. Система была снабжена системой тер-
мостатирования, которая позволила проводить
наблюдения при контролируемой температуре в
интервале от 0°C до –50°C. Кювету вставляли в
П-образный теплообменник, охлаждающий ее с
задней и боковых поверхностей. Теплообменник
подключали к жидкостному криотермостату FT-
311-80 (ЛОИП, Россия). В качестве хладоагента
использовали этиловый спирт. Температуру ба-
рокамеры контролировали при помощи цифро-
вого термометра ATT-2006 (ЗАО НПП «Эликс»,
Россия) с точностью 0.1°C (термопара ТМКн).
Термопару вводили в корпус барокамеры через
выходной газовый канал, ввод герметизировали.
Датчик располагали над каплей, касаясь ее по-
верхности (виден на снимках, например, на
рис. 4г). Чтобы атмосферная влага не конденси-
ровалась на смотровом окне и не ухудшала изоб-
ражение исследуемой системы, наблюдения про-
водили через тонкий слой этилового спирта, ко-
торый наносили на внешнюю поверхность
верхнего смотрового окна.

В качестве исследуемой жидкости использова-
ли деионизированную воду высокой степени
очистки с удельным сопротивлением 17 МОм∙см,
(Sartorius Arium Pro, Weighing Technology GmbH,
Германия), среду DMEM (Gibco, Life Technology
Corp., Великобритания), консервирующий рас-
твор «ЕвроКоллинз» (KH2PO4 –2.04 г/л, KCl –
1.12 г/л, K2HPO4 – 7.3 г/л, NaHCO3 – 0.84 г/л,
глюкоза – 34.96 г/л), раствор «ЕвроКоллинз без
глюкозы», а также этиленгликоль (Sigma-Aldrich,
США). Растворы исследовали под атмосферой

гелия, аргона, ксенона и гексафторида серы. В
качестве контроля использовали атмосферный
воздух.

При наблюдении за замораживанием воды и
растворов фиксировали температуру льдообразо-
вания, сайты первичной нуклеации льда, наличие
и рост микропузырьков газа, наличие и паттерн
растрескивания криогидрата при дальнейшем
охлаждении.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
1. Влияние газов на целостность структуры льда,

формирующегося при замораживании воды. В пер-
вом эксперименте мы исследовали влияние арго-
на, ксенона, гексафторида серы, а также гелия на
структуру массива льда, образующегося при за-
мораживании исследуемой аликвоты воды. В ка-
честве контроля наблюдали замораживание кап-
ли в атмосфере воздуха.

Известно, что вследствие преодоления энерге-
тического барьера при охлаждении кристаллиза-
ция происходит не в точке равновесного кристал-
лообразования, а при более низкой температуре в
переохлажденной жидкости. Нуклеация льда при
охлаждении является стохастическим процессом
и ее точная температура зависит от скорости
охлаждения и наличия частиц-нуклеаторов в рас-
творе или на границах капли [18]. В наших экспе-
риментах нуклеация воды происходила в диапа-
зоне –4 ~ –7°C (см. табл. 1) и начиналась с быст-
рого образования тонкой корки льда на
поверхности, после чего продолжалась в объеме
капли. 

Состав газовой фазы внутри барокамеры не
оказывал влияния ни на температуру нуклеации
кристаллов льда, ни на местоположение сайтов

Рис. 1. (а) – Схема экспериментальной установки, используемой для изучения кристаллизации растворов в газовой
атмосфере: 1 – объектив микроскопа с CCD-камерой, 2 – столик микроскопа, 3 – кювета-барокамера, 4 – смотровое
окно, 5 – вход газа, 6 – выход газа и вход термопары, 7 – термопара, 8 –теплообменник, 9 – каналы для подключения
охлаждающего термостата. (б) – Схема титановой кюветы-барокамеры: 1 – корпус; 2 – основной отсек, объем 1 мл,
место установки верхнего смотрового окна; 3 – место установки нижнего смотрового окна; 4 – резервный отсек,
объем 1 мл, место установки дополнительного верхнего смотрового окна; 5 – газовые каналы; 6 – входной штуцер; 7 –
выходной штуцер с ниппелем.
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Таблица 1. Характеристика замораживания воды в атмосфере различных газов 

Атмосфера
Температура (°С) и характер 

нуклеации при скорости 
охлаждения 1°С/мин

Наличие газовых 
микропузырьков в поле 

капли

Температура (°С) начала 
процесса растрескивания и 

наличие трещин при 
температуре –50°С

Воздух 
n = 8

–5.2 ± 0.8
Первичная нуклеация на 

поверхности капли

Микропузырьки размером 
5‒250 мкм по всему полю 

капли

–32.0 ± 5.0
Наличие множества трещин 

в объеме капли

Гелий
n = 10

–5.0 ± 1.0
Первичная нуклеация на 

поверхности капли

Незначительное количество 
микропузырьков в поле 

капли или их полное 
отсутствие

–33.4 ± 4.0
Наличие трещин в объеме 

капли

Аргон 
n = 10

–4.8 ± 0.3
Первичная нуклеация на 

поверхности капли

Микропузырьки размером 
5‒100 мкм по всему полю 

капли

–29.6 ± 5.4
Наличие множества трещин 

в объеме капли

Ксенон 
n = 4

–5.3 ± 1.5
Первичная нуклеация на 

поверхности капли

Микропузырьки размером 
5‒100 мкм по всему полю 

капли

н/о
Наличие множества трещин 

в объеме капли

Гексафторид серы 
n = 10

–5.5 ± 0.5
Первичная нуклеация на 

поверхности капли

Микропузырьки размером 
5‒100 мкм по всему полю 

капли

–31.7 ± 6.4
Наличие множества трещин 

в объеме капли

первичной нуклеации. Фронт кристаллизации
продвигался симметрично от краев капли, где она
наиболее интенсивно охлаждалась, к центру. Так
как плотность льда меньше плотности жидкой
воды, то по мере кристаллизации объем аликвоты
воды увеличивался, за счет чего в центре отвер-
девшей капли образовывалось вздутие. Такая де-
формация формы капли сама по себе не вызывала
растрескивания льда. 

При дальнейшем охлаждении наблюдали рас-
трескивание льда. Процесс растрескивания начи-
нался в диапазоне температур от –20 до –40°С.
Мы не выявили какого-либо влияния газовой ат-
мосферы на температуру появления первых тре-
щин (рис. 2а–е). Что касается количества возник-
ших трещин, то в атмосфере гелия мы фиксиро-
вали как образцы с выраженными явлениями
растрескивания льда, так и практически полно-
стью лишенные их (рис. 2д, е). С нашей точки
зрения можно говорить о тенденции к снижению
явления растрескивания в атмосфере гелия, что
логично связать с сокращением газовой фазы в
растворе. Однако чтобы эту тенденцию достовер-
но подтвердить, требуются эксперименты в со-
ставе большей выборки, а также модель подсчета
выраженности процесса явления растрескива-
ния, например, по общей протяженности трещин
в поле образца. 

При замораживании капли воды в атмосфере
воздуха наблюдали возникновение многочислен-
ных микропузырьков размером 5–250 мкм
(рис. 3а). 

Кристаллизация воды в атмосфере аргона,
ксенона и гексафторида серы также происходила
с образованием газовых микропузырьков разме-
ром 5–100 мкм (рис. 3б–г). При описанных мето-
дах наблюдения не было выявлено заметной раз-
ницы в количестве и размере микропузырьков га-
за при замораживании в атмосфере аргона,
ксенона и гексафторида серы. Кристаллизация
капли воды в атмосфере гелия резко отличалась,
так как при этом либо не наблюдалось образова-
ния микропузырьков газа, либо они были мало-
численны. Образовавшийся лед был прозрачным,
с наличием единичных микропузырьков
(рис. 3д, е).

Примечательно, что структура льда, заморо-
женного в атмосфере аргона, ксенона, гексафто-
рида серы и воздуха визуально выглядела сход-
ной. При этом аргон, ксенон и гексафторид серы
значительно отличаются по показателю раство-
римости в воде. Ксенон имеет сравнительно вы-
сокий коэффициент растворимости (5.0 ммоль/л
при 20°С), в то время как гексафторид серы слабо
растворим в воде (0.29 ммоль/л) и по этому пока-
зателю близок к гелию (0.40 ммоль/л при 20°С,
растворимость дана по работе [19]). Образцы
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льда, полученные в атмосфере ксенона и гек-
сафторида серы, мало отличались друг от друга,
тогда как использование гелия привело к замет-
ным изменениям. По-видимому, существенное
влияние на возникновение нарушений структуры
льда оказывает не только количество растворен-
ного газа, но и его природа. Гелий (наряду с водо-
родом и неоном) обладает аномально высоким
коэффициентом растворимости во льду, обуслов-
ленным малым размером молекулы, позволяю-

щим ему встраиваться в кристаллическую решет-
ку льда [20]. Вероятно, именно это свойство по-
служило причиной резкого отличия льда,
замороженного в атмосфере гелия. 

2. Влияние гелия на целостность структуры льда,
формирующегося при замораживании растворов
DMEM, «ЕвроКоллинз» и «ЕвроКоллинз без глю-
козы». В связи выраженным действием гелия,
предохраняющим массив льда от образования
микропузырьков, замораживание растворов ре-

Рис. 2. Фотографические изображения явления растрескивания массива льда капли воды, замороженной в кювете-
барокамере в условиях продувки воздухом (а), аргоном (б), ксеноном (в), гексафторидом серы (г) и гелием (д, е).
Изображения получены при температуре –50°С.
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гистрировали в атмосфере воздуха и гелия. Среду
DMEM часто используют для консервации ли-
ний эукариотических клеток, добавляя в нее
стандартные криопротекторы. Раствор «Евро-
Коллинз» относится к первому поколению кон-
сервирующих растворов для гипотермического
хранения органов. Консервирующие растворы в
будущем имеют шанс войти в состав криозащит-
ных растворов для криоконсервации органов, ко-
гда такая технология будет разработана. 

В процессе медленного замораживания исследуе-
мых растворов часть воды кристаллизуется в виде
чистого льда. В оставшихся незамерзшими областях
концентрируются соли и прочие вещества. Эти обла-
сти отвердевают в виде криогидрата при более низ-
кой температуре, чем водный лед. 

При замораживании DMEM (рис. 4а) и «Евро-
Коллинз» в атмосфере воздуха образование крио-
гидрата сопровождалось выделением микропузырь-

Рис. 3. Фотографические изображения структуры льда капли воды, замороженной в кювете-барокамере в условиях
продувки воздухом (а), аргоном (б), ксеноном (в), гексафторидом серы (г) и гелием (д, е). Изображения получены
при температуре –50°С.
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ков растворенных газов. Располагаясь между кри-
сталлитами, микропузырьки вызывали появление
микротрещин и разломов в массиве льда. Первые
очаги трещин появлялись при температуре около
–13°C через 1–2 мин после начала кристаллиза-
ции. Из каждого очага формировалось несколько
разломов длиной до 200 мкм и шириной 10–
50 мкм. Через 2–5 мин микротрещины распро-
странялись по всей видимой поверхности замо-
роженной капли. Кристаллизация раствора «Ев-
роКоллинз без глюкозы» (рис. 4в) несколько от-
личалась: скопления газовых микропузырьков,
сливаясь, образовывали протяженные полости
длиной 2–5 мм, в последующем формирующие
трещины.

Различие в структуре криогидрата, образован-
ного раствором «ЕвроКоллинз без глюкозы» и
остальными растворами, можно объяснить тем,
что последний содержит исключительно неорга-
нические соли, в то время как остальные раство-
ры помимо солей содержат сахара либо амино-
кислоты. Как сахара, так и большинство амино-
кислот обладают криозащитными свойствами и

оказывают существенное влияние на структуру
замороженных растворов [21]. Добавление этих
веществ повышает вязкость жидкости и способ-
ствует стеклованию криогидрата. Возникающие
аморфные структуры обладают одновременно
повышенной эластичностью и более высоким ко-
эффициентом температурного сжатия по сравне-
нию с кристаллами льда, что приводит к возник-
новению термомеханических напряжений при
дальнейшем охлаждении [22,23]. 

Продувка гелия над растворами DMEM и «Ев-
роКоллинз» (стандартным и без глюкозы) непо-
средственно перед замораживанием в подавляю-
щем большинстве экспериментов позволила
предохранить образующийся лед от возникнове-
ния газовых полостей или отдельных микропу-
зырьков (рис. 4б, г). В серии экспериментов на-
блюдения за образовавшимся льдом проводили в
течение 1 ч при –50°C. За это время образование
микронеоднородностей во льду не наблюдалось. 

3. Влияние этиленгликоля на целостность струк-
туры льда и поведение газовой фазы при заморажи-

Рис. 4. Фотографические изображения массива льда растворов DMEM (а, б) и «ЕвроКоллинз без глюкозы» (в, г),
замороженных в кювете-барокамере в атмосфере воздуха (а, в) и гелия (б, г). Изображения получены при
температуре –12°С.
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вании. На следующем этапе мы исследовали вли-
яние криопротектора этиленгликоля на структу-
ру твердой фазы при замораживании в атмосфере
воздуха. Для этого мы замораживали ряд раство-
ров этиленгликоля разной концентрации до тем-
пературы –50°С (см. табл. 2).

Замораживание водного раствора этиленгли-
коля низкой концентрации (1 об. %) имело как
сходства, так и отличия от кристаллизации чи-
стой воды. После образования поверхностной
корки льда объем жидкости кристаллизовался
симметрично от краев к центру. Даже такое не-
значительное содержание криопротектора
предотвратило образование видимых газовых
микропузырьков. Однако его оказалось недоста-
точно для предохранения массива льда от возник-
новения микротрещин при дальнейшем охлажде-
нии. Неясным остается механизм, с помощью ко-
торого реализовался феномен отсутствия
видимой газовой фазы при отвердевании раство-
ра, поскольку снижением коэффициента раство-
римости газов в системе «вода–этиленгликоль»
при таком содержании этиленгликоля можно
пренебречь. 

Следует отметить, что полное отвердевание
водных растворов этиленгликоля происходит при
температуре ниже –75°С, поэтому в наших экспе-
риментах полное отвердевание раствора не про-
исходило. 

С увеличением содержания криопротектора до
10 об. % изменился характер замораживания рас-
творов. Образование твердой фазы в растворах c
10 об. % этиленгликоля  начиналось в объеме
жидкости без возникновения поверхностного
льда. Первые дендритоподобные кристаллы по-
являлись на боковой поверхности отсека барока-
меры (рис. 5а). Микропузырьки или трещины в
твердой фазе отсутствовали (рис. 5б). Дальней-
ший рост содержания этиленгликоля вызвал сни-
жение температуры кристаллизации переохла-
жденной капли до –40°С. Характер кристаллиза-
ции в растворах с 45 об. % этиленгликоля
отличался от кристаллизации более разбавлен-
ных растворов. Образование твердой фазы начи-
налось на стенках отсека или вблизи них. Твердая
фаза образовывалась в виде крупного массива,
который имел слоистую структуру, образованную
тонкими плоскими дендритами (рис. 5в). 

Таблица 2. Характеристика замораживания растворов этиленгликоля до –50°С 

Раствор Температура (°С) и характер нуклеации при 
скорости охлаждения 1°/мин

Наличие микропузырьков в поле капли, а 
также характер растрескивания льда и 

криогидрата при охлаждении

Вода + 
этиленгликоль (1%)

–9.5 ± 1.3
Первичная нуклеация на поверхности 

капли

Микропузырьки отсутствуют. Наличие 
микротрещин (10–50×200 мкм) после 

кристаллизации объема капли

Вода + 
этиленгликоль (10%)

–11.0 ± 1.1
Первичная нуклеация в объеме капли; 

образуются дендритоподобные кристаллы

Микропузырьки отсутствуют. Трещины 
отсутствуют

Вода + 
этиленгликоль (45%)

–41.6 ± 3.6
Первичная нуклеация на стенках отсека или 

вблизи них; образуется лед в виде массива 
тонкой слоистой структуры

Микропузырьки отсутствуют. Трещины 
отсутствуют

DMEM + 
этиленгликоль (10%)

–11.0 ± 1.6
Первичная нуклеация в объеме капли; 

образуются дендритоподобные кристаллы

Микропузырьки отсутствуют. Трещины 
отсутствуют

DMEM + 
этиленгликоль (45%) 

–41.0 ± 3.4
Первичная нуклеация на стенках отсека или 

вблизи них; образуется лед в виде массива 
тонкой слоистой структуры

Микропузырьки отсутствуют. Трещины 
отсутствуют

Примечание. Для всех растворов n = 4.
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Массив имел однородное строение без трещин
и включений микропузырьков газа или жидко-
сти. В серии наблюдений в течение 1 ч с охлажде-
нием до –50°С целостность массива сохранялась
неизменной. 

Известно, что криопротекторы оказывают су-
щественное влияние на структуру замороженных
водных растворов. Введение криопротекторов в
раствор снижает соотношение кристаллического
льда относительно остеклованного криогидрата в
отвердевших растворах [24, 25], изменяет морфо-
логию льда [21, 26], в отдельных случаях может
менять тип образующихся кристаллов льда, спо-
собствуя образованию метастабильного кубиче-
ского льда вместо гексагонального даже при
умеренных скоростях охлаждения [27]. Криопро-
текторы также повышают эластичность остекло-
ванного криогидрата [21]. Наше исследование
подтверждает сильное влияние этиленгликоля на
структуру отвердевшего раствора. При этом газо-
вая составляющая оказывает тем меньшее влия-

ние на структуру криогидрата, чем выше содер-
жание криопротектора.

Уже 1 об. % этиленгликоля предотвращает вы-
деление газа в виде наблюдаемых в световой мик-
роскоп микропузырьков. Однако применяемые
нами методы исследования не позволяют с уве-
ренностью утверждать об отсутствии нанораз-
мерных пузырьков, не фиксируемых световым
микроскопом. Более высокие концентрации эти-
ленгликоля предотвратили как образование ви-
димых микропузырьков, так и растрескивание
криогидрата при охлаждении до –50°С. В то же
время нельзя исключить, что растрескивание бу-
дет происходить в более низкой температурной
зоне, как это показано для некоторых витрифи-
цирующих растворов с криопротекторами [28],
так как применяемая нами система не позволяла
проводить наблюдения при более низких темпе-
ратурах.

Рис. 5. Фотографические изображения капель 10%-го (а, б) и 45%-го (в) водного раствора этиленгликоля, охлаждае-
мых в кювете-барокамере в атмосфере воздуха. (а) – Появление первых дендритоподобных кристаллов льда при тем-
пературе –7°С; (б) – отвердевший 10%-й раствор при температуре –15°С; (в) – структура дендритов, образованных в
процессе кристаллизации 45%-го раствора этиленгликоля; изображение получено при температуре –45°С.
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ВЫВОДЫ

1. Кристаллизация капли воды (объем ≈
≈ 200 мкл, диаметр ≈12 мм; высота ≈1.7 мм) в ат-
мосфере воздуха происходит с нарушением це-
лостности структуры льда. В замороженных об-
разцах наблюдается образование газовых микро-
пузырьков диаметром до 250 мкм. Продувка над
поверхностью капли воды аргона, ксенона или
гексафторида серы перед замораживанием позво-
ляет снизить максимальный размер микропу-
зырьков до 100 мкм. 

2. Продувка гелия над поверхностью воды,
растворов DMEM и «ЕвроКоллинз» перед замо-
раживанием позволяет устранить или значитель-
но уменьшить образование газовых микропу-
зырьков в процессе кристаллизации. Для форми-
руемого при этом массива льда характерна
тенденция к снижению вероятности растрескива-
ния при охлаждении до –50°С, что может способ-
ствовать выживаемости биологического материа-
ла при консервации. Данный феномен позволяет
объяснить механизм криозащитного эффекта ге-
лия, отмеченного при замораживании некоторых
клеточных линий млекопитающих [8]. 

3. Добавление в раствор криопротектора –
этиленгликоля – в концентрации 1–10 об. % поз-
воляет снизить или полностью предотвратить вы-
деление газов в виде микропузырьков при замо-
раживании. Механизм, с помощью которого реа-
лизуется данный феномен, остается неясным.
Добавление этиленгликоля в концентрации
10 об. % и более предотвращает растрескивание
растворов при охлаждении до –50°С.
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Influence of Gases on the Structural Integrity of Ice Formed During the Freezing
of Water and Cryoprotective Solutions: an Optical-Microscopic Study

 A.V. Kobelev, N.V. Shishova, S.V. Ugraitskaya, L.V. Zalomova, V.A. Yashin,
N.V. Penkov, and E.Е. Fesenko (Jr.)

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

Using optical microscopy, the influence of air, helium, argon, xenon and sulfur hexafluoride on the integrity
of the ice, formed during the freezing of water and a number of cryoprotective solutions in the temperature
range from 0 to –50°C, was investigated. It is shown that crystallization of a water droplet with a volume of
≈200 μl in the ambient air leads to a change in the structural integrity of ice. In frozen samples, the formation
of gas microbubbles up to 250 μm in diameter is observed. The process of blowing with argon, xenon, or sulfur
hexafluoride over the surface of a water droplet before freezing gives the possibility to decrease the maximum
size of microbubbles to 100 μm. The helium blowing over the surface of water, DMEM and Euro-Collins
solutions can completely eliminate or significantly reduce the formation of gas microbubbles during crystal-
lization. As a result, there is a tendency of the ice mass formed to become more resistant to cracking when the
temperatures down to –50°C. This effect may contribute to survival of the biological material following cryo-
preservation. Addition of a cryoprotectant ethylene glycol at a concentration of 1–10 vol. % to the solution
reduces or completely prevents the release of gas microbubbles during freezing. The mechanism underlying
this phenomenon remains unclear. Also, addition of ethylene glycol at a concentration of 10 vol. % or more
keeps ice from cracking when cooled to –50°C.

Keywords: cryopreservation, ice crystals, ethylene glycol, inert gases, helium, microbubbles, cracking
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Недавно обнаруженные люминесцентные свойства неароматических аминокислот с зависимой от
возбуждения фотолюминесценцией в отсутствие конъюгации внутри отдельных молекул вызвали
большой интерес. Хотя существование явления внутренней люминесценции больше не вызывает
сомнений, механизм, участвующий в этом процессе, остается неясным. В работе на примере изуче-
ния спектрально-люминесцентных свойств L-лизина и L-аргинина авторы попытались продви-
нуться в понимании этих процессов с помощью адсорбционной спектроскопии в ультрафиолето-
вом и видимом диапазонах, а также спектроскопии стационарной и синхронной флуоресцентной
спектроскопии. 

Ключевые слова: моногидрохлорид L-лизина, моногидрохлорид L-аргинина, возбуждающая фотолюми-
несценция, синхронная флуоресценция, УФ/видимая спектроскопия.
DOI: 10.31857/S0006302921050033

К важнейшим биологически активным веще-
ствам относятся аминокислоты – основные стро-
ительные блоки белков и биополимеров, выпол-
няющие самые разнообразные функции в орга-
низмах. Критически важное для жизни значение
аминокислот обеспечивает устойчивый интерес к
их биологическим и физико-химическим свой-
ствам. Для объяснения свойств аминокислот, а
также для выявления общих структурных законо-
мерностей, характерных для аминокислот и бел-
ков, важно знание строения и внутренней дина-
мики отдельных молекул аминокислот, а также
знание их возможных межмолекулярных взаимо-
действий в конденсированном состоянии. По-
следняя область очень важна в направлении по-
нимания физики и внутреннего механизма функ-
ционирования живой системы. 

Собственная люминесценция природных бел-
ков дает значительную информацию об их струк-
туре и динамике и поэтому часто используется

для изучения конформационных переходов,
прочности водородных связей, связанных реак-
ций и других биохимических процессов [1–4].
Как правило, считается, что флуоресценция бел-
ка происходит от аминокислот с циклическими
группами, такими как триптофан, тирозин и фе-
нилаланин, поглощающих и излучающих эмисс-
сию в ближней ультрафиолетовой (УФ) области.
Между тем в последнее время стало известно, что
триптофаноподобной флуоресценцией обладают
также неароматические аминокислоты, не имею-
щие в своей структуре системы с сопряженными
двойными связями. Этот новый феномен наблю-
дали не только у свободных аминокислот [5–8],
но также в полипептидах и белках, которые не со-
держали в своем составе ароматические остатки
[9–12]. Такие свойства были обнаружены в бел-
ках с относительно высоким содержанием бета-
сшивок в их структуре, что, как оказалось, харак-
терно для амилоидной формы белков. Явление
внутренней флуоресценции было приписано де-
локализации электронов через образование водо-
родных связей в структуре бета-сшивки, которая
дает возможность электронных переходов с более

Сокращения: УФ – ультрафиолетовый, L-Lys⋅HCl – моно-
гидрохлорид L-лизина, L-Arg⋅HCl – моногидрохлорид L-
аргинина.

УДК 577.22/577.29
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низкой энергией [9, 10]. Было показано, что ами-
лоидные фибриллы из различных полипептид-
ных последовательностей при агрегации приоб-
ретают собственную характерную флуоресцен-
цию в видимом диапазоне. Хотя существование
автолюминесценции как феномена у неаромати-
ческих аминокислот и белков, не имеющих в сво-
ем составе ароматических остатков, в настоящее
время твердо установлено, механизм, вовлечен-
ный в этот процесс, остается все еще не до конца
изученным. 

В противоположность ароматическим амино-
кислотам, анализ спектров возбужденных элек-
тронных состояний которых удается проводить
лишь в случае растворов с низкой концентрацией,
заметная люминесценция у неароматических ами-
нокислот была обнаружена в концентрированном
состоянии и практически не выявлялась в разбав-
ленных растворах. Первоначально это новое свой-
ство было обнаружено в растворе моногидрохло-
рида L-лизина [5]; было сделано предположение о
его уникальности в случае агрегации лизина, что
подтвердили последующие эксперименты с поли-
лизином [6]. Однако позже появились экспери-
ментальные свидетельства автолюминесценции в
сильно концентрированных растворах не только
лизина, но и других неароматических аминокис-
лот, которая могла возбуждаться не только ультра-
фиолетовым, но и видимым светом [7, 8, 11, 12].
Открытие нового свойства у алифатических ами-
нокислот переворачивает представление о флуо-
ресценции биомолекул как обусловленной исклю-
чительно присутствием «ароматики» в их структу-
ре. В большинстве своем исследователи полагают,
что автолюминесценция неароматических амино-
кислот может быть хорошо объяснена с помощью
механизма эмиссии, инициируемой кластеризаци-
ей мономеров, а именно кластеризацией нетради-
ционных хромофорных (амино-, карбокси- и
гидроксильной) групп, обусловливающей пере-
крывание электронных облаков и увеличение
делокализации электронов с одновременным уси-
лением ригидности конформации. В действитель-
ности задействованные в этом новом феномене
механизмы являются более сложными, чем
представлялось ранее. Чтобы получить больше ин-
формации об излучении неароматических амино-
кислот и выявить общие закономерности в люми-
несценции нетрадиционных люминофоров, в
настоящей работе с помощью обычной и синхрон-
ной флуоресцентной спектроскопии мы изучали
спектральные характеристики диаминокарбоно-
вых аминокислот аргинина и лизина, а также их
изменение в связи с эффектом разведения. Иссле-
дование методом синхронной флуоресценции поз-
воляет выявить флуорофоры, которые слабо разре-
шимы в обычном спектре излучения флуоресцен-
ции, измеренном при фиксированной длине
волны возбуждения. Этот метод был разработан

для многокомпонентного анализа и использовался
для повышения селективности анализа сложных
химических и биологических систем [13, 14]. На-
сколько известно авторам, синхронная флуорес-
ценция еще не использовалась для изучения али-
фатических аминокислот. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Химически чистые образцы L-лизина моно-
гидрохлорида (L-Lys⋅HCl) и L–аргинина моно-
гидрохлорида (L-Arg⋅HCl) производства фирмы
«Реанал» (Венгрия) использовали для приготов-
ления растворов на основе деионизованной воды
(рН ~ 6.8) при 293 К. Чистота воды подтверждена
величиной проводимости в 18 MΩ. Дополнитель-
но для устранения нерастворенных твердых ча-
стиц готовые приготовленные растворы пропус-
кали через фильтр Millex CV с размером пор
0.22 мкм. Концентрации аминокислот составля-
ли 1.00–0.01 М для L-Lys⋅HCl и 0.5–0.01 М для
L-Arg⋅HCl. 

Спектрофотометрические измерения в УФ- и
видимой области были выполнены на спектрофо-
тометре модели UV/VIS Evolution 600 (Thermo
Scientific, США), люминесцентная спектроско-
пия проведена с использованием спектрофлуори-
метра Lumina Fluorescence (Thermo Scientific,
США). Были сняты спектры возбуждения и излу-
чения стационарной люминесценции. Во все
спектры вносились поправки на изменения ин-
тенсивности возбуждающего света и чувствитель-
ность детектора к длине волны по всему спектру.
Спектры излучения флуоресценции были полу-
чены при разных длинах волн возбуждения: 280,
310, 340, 355, 370 и 410 и 436 нм. Для сравнения
между собой все спектры изучаемых аминокислот
впоследствии были нормированы на единицу.
Была также выполнена коррекция всех спектров
на фоновые рассеяние и люминесценцию путем
вычитания спектров деионизированной воды,
полученных в идентичных условиях. Образцы
всегда были свежеприготовленными, все измере-
ния проводили при комнатной температуре в
кварцевой кювете с длиной оптического пути
10 мм. 

Синхронные спектры флуоресценции измеря-
ли путем сканирования интенсивности флуорес-
ценции в диапазоне длин волн возбуждения
(λвозб = 200–650 нм) и излучения (λизл = 200–
650 нм) для создания трехмерных графиков
интенсивности-возбуждения-эмиссии, которые
обеспечивают более полное многомерное обна-
ружение флуоресценции. 3D-спектры регистри-
ровали с интервалом длин волн Δλ = 10 нм,
скорость сканирования составляла 600 нм/с, а
напряжение ФЭУ – 700–800 В. Ширина эмисси-
онной щели и щели при возбуждении равнялась
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5 нм. Источником возбуждения служила ксено-
новая лампа мощностью 100 Вт. Для измерения
использовали прямоугольную геометрию. Спектр
сканирования синхронной флуоресценции в
каждом интервале длин волн измеряли с шагом
10 нм. 

Полученные данные обрабатывали с помощью
программы Origin (версия 8.0). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлены электронные спектры

поглощения водных растворов L-Lys⋅HCl и
L-Arg⋅HCl в области 220–400 нм. 

Видно, что в спектре сильно разбавленных
растворов аргинина и лизина отсутствует погло-
щение за пределами УФ-области 220 нм, что со-
ответствует представлению о светопоглощении
неароматических аминокислот в изолированном
состоянии. Известно, что все аминокислоты об-
ладают одним общим свойством – отсутствием
поглощения излучения во всей видимой области
спектра [15, 16]. L-лизин и L-аргинин являются
основными аминокислотами с боковыми цепя-
ми, состоящими соответственно из трех и четы-
рех (–СН2)-групп, которые не могут поглощать в
ближней УФ-области в своей мономерной фор-
ме. Поглощение в дальней УФ-области обуслов-
лено присутствием в структуре аминокислот про-
стой хромофорной (С=О)-группы. Электронные
переходы π → π* и n → π* в карбоксильной группе
происходят по ненасыщенным связям «углерод–
кислород» и наблюдаются при 190–220 нм [17–
19]. В зависимости от ионного состояния (кати-

он, цвиттерион, анион) и их концентрации в воде
может присутствовать водородная связь, которая
может дать спектр, смещенный относительно
главного на определенный небольшой интервал
частот. Боковые цепи этих аминокислот полярны
и поэтому гидрофильны. Лизин имеет первичную
аминогруппу на конце боковой цепи, аргинин –
гуанидиновую группу. Обе концевые группы за-
ряжены положительно при нейтральных значе-
ниях pH. Вода как растворитель содержит ОН-
группу, которая способна вступать в водородную
связь с концевыми имино-, амино- и карбониль-
ными группами аминокислот, образуя различные
по составу и ориентации межмолекулярные со-
единения. Из наблюдаемых спектров было уста-
новлено, что с ростом концентрации аминокис-
лот происходит гигантское «красное» смещение
нижней границы полосы и распространение ее в
ближнюю УФ- и даже видимую область (выше
400 нм). Одновременно с этим отмечено повыше-
ние коэффициента поглощения. Кроме того, на-
чиная с концентрации 0.20 М, в спектрах обоих
образцов выявлено появление дополнительного
пика в области ~ 270–280 нм. Хотя подобные осо-
бенности спектрального поведения неароматиче-
ских аминокислот были уже отмечены в первой
работе по автолюминесценции лизина [5], моле-
кулярный механизм этого феномена остается все
еще неизученным. 

Спектральные свойства растворенных амино-
кислот в возбужденном состоянии могут отли-
чаться от таковых в основном состоянии, что по-
казало исследование спектральных характери-
стик возбуждаемой люминесценции L-Lys⋅HCl и

Рис. 1. (а) – Спектры поглощения L-Lys⋅HCl в концентрациях 1.0–0.01 М; на врезке – кривая поглощения L-Lys⋅HCl
и ее аппроксимация разложением на компоненты с помощью гауссовых кривых 230 и 273 нм. (б) – Спектры
поглощения L-Arg⋅HCl в концентрациях 0.5–0.05 М; на врезке – кривая поглощения L-Arg⋅HCl и ее аппроксимация
разложением на компоненты с помощью гауссовых кривых 224 и 282 нм. 
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L-Arg⋅HCl при комнатной температуре. При
определенном в сходстве в спектральном поведе-
нии дикарбоновых аминокислот было также от-
мечено различие в их свойствах в возбужденном
состоянии, что иллюстрирует рис. 2а,б, где пред-
ставлены спектры возбуждения концентрирован-
ных растворов лизина и аргинина, записанные
при разных длинах волн возбуждения (310, 380,
416, 436 и 510 нм). При использовании короткой
длины волны (310 нм) в обоих образцах была вы-
явлена довольно слабая одиночная полоса с мак-
симумом возле ~280 нм. Положение максимума
этой полосы совпадало с локализацией пика в со-
ответствующих спектрах поглощения, что тем са-
мым подтверждало присутствие в используемых
растворах новой поглощающей структуры. Одна-
ко слабая интенсивность этой полосы свидетель-
ствовала о крайне низкой эффективности погло-
щения у нового образования. Интересно, что при
использовании более длинных волн возбуждения
мы наблюдали значительное усиление сигнала,

который, проходя через пороговое значение, спа-
дал почти до уровня сигнала при длине волны
возбуждения 310 нм. Максимальный уровень сиг-
нала в спектре возбуждения аргинина наблюдали
на длине волны 370 нм, в то время как в спектре
лизина – на длине волны 436 нм. Как можно ви-
деть на рис. 1, в этих условиях поглощение обеих
исследуемых аминокислот крайне низкое (ниже
10% от максимума), а сами спектры представляют
собой гладкую кривую без выраженных максиму-
мов. Таким образом, полученные нами данные
показывают, что спектры возбуждения раство-
ренных в воде аминокислот лизина и аргинина не
совпадают с их спектром поглощения и демон-
стрируют зависимость от длины волны возбужде-
ния, что не характерно для спектров возбуждения
одиночных мономеров [15]. Зависимость спек-
тров возбуждения дикарбоновых кислот от длины
волны эмиссии свидетельствует прежде всего о
неоднородности растворенных аминокислот и
многообразии флуоресцирующих объектов, ко-

Рис. 2. Спектры возбуждения 1.0 М водного раствора L-Lys⋅HCl (а); L-Arg⋅HCl при концентрациях 0.5 М (б) и 0.05 М (в).
Спектры 1–5 записаны при длине волны возбуждения λвозб = 310, 380, 416, 436 и 510 нм соответственно. 
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торые могут возникать в результате различных
взаимодействий (полярных, гидрофобных) меж-
ду заряженными частицами, какими являются
цвиттерионы, преобладающие в жидкости при
нейтральном значении рН. Также появлению
этих новых образований, как мы полагаем, может
способствовать присутствие света, который влия-
ет на электронную структуру цвиттерионов и из-
меняет взаимодействие аминокислот между со-
бой и с молекулами воды. Это происходит пото-
му, что помимо способности фотонов вызывать
электронное возбуждение в хромофорах, свет ин-
дуцирует в среде осциллирующее электрическое
поле, которое может влиять на частоту колебаний
связанных электронов, изменять внутренние ха-
рактеристики диполей в результате смещения
связанных зарядов и производить дипольные пе-
реходы [20, 21]. Аминокислоты, как известно, об-
ладают помимо постоянного наведенным ди-
польным моментом, т. е. под действием света ди-
польный момент возбужденного состояния
больше, чем дипольный момент основного их со-
стояния [22–26]. Следовательно, для стабилиза-
ции системы в окружении возбужденного иона
лизина или аргинина должна произойти соответ-
ствующая перестройка. Ранее на примере глици-
на было показано, что на локальном уровне элек-
трическое поле электромагнитного излучения
способно изменять дополнительный потенциал
взаимодействия, приводя к увеличению концен-
трации и образованию молекулярных ассоциатов
и даже зародышей кристаллов [27–29]. Таким об-
разом, свет, помимо эффектов поляризации, мо-
жет вызывать специфические взаимодействия
аминокислот между собой и/или c молекулами
воды, приводящие к образованию водородных
связей и кластерных структур. И то, и другое мо-
жет влиять на их спектральные характеристики в
возбужденном состоянии [19]. 

Поскольку спектры возбуждения особенно
чувствительны к взаимодействию с микроокру-
жением, мы исследовали влияние концентрации
растворов исследуемых аминокислот на спек-
тральный отклик при разбавлении растворов (в
десять и более раз), полагая, что при низких кон-
центрациях растворенных веществ каждая моле-
кула аминокислоты полностью окружена молеку-
лами воды, и поэтому взаимодействие между мо-
номерами экранировано молекулами воды, о чем
свидетельствуют данные теоретических [30] и
экспериментальных [31] работ. Следовательно,
из-за недостаточной коньюгации мономеры бу-
дет трудно возбудить. В действительности же ока-
залось, что при разбавлении растворов в десять и
более раз мы могли наблюдать хотя и слабую, но
вполне регистрируемую фотолюминесценцию.
Более того, мы не обнаружили существенного
влияния подобного разведения на спектральное
поведение системы, которая при меньшем уровне

сигнала продемонстрировала зависимость спек-
тров возбуждения от длины волны наблюдения
аналогично той, что наблюдали в исходном со-
стоянии (рис. 2в). Таким образом, в этом случае
особенности спектрального поведения раство-
ренных аминокислот нельзя объяснить исключи-
тельно агрегацией молекул. Очевидно, что свет
меняет свойства растворенных в воде аминокис-
лот, способствуя кластеризации изолированных
видов молекул и создавая в них локальные воз-
бужденные состояния. 

В работе помимо спектров возбуждения были
исследованы и спектры эмиссии. Как и ожида-
лось, наблюдаемая выше изменчивость спектров
возбуждения в полной мере отразилась в их спек-
трах излучения. На рис. 3 представлены спектры
эмиссии 500 мМ L-Arg⋅HCl и 1М L-Lys⋅HCl, за-
писанные при разных длинах волн возбуждения
(λвозб = 280, 310, 355, 380, 410, 436 и 480 нм). Как
видно, эмиссионные спектры сильно зависят от
длины волны возбуждения, которая влияет не
только на интенсивность, но и на форму спек-
тральных кривых и положение главного макси-
мума. При переходе от короткой к более длинной
длине волны возбуждения наблюдался рост сиг-
нала, который, достигнув порога, спадал до нуле-
вого уровня. При этом отмечалось сужение спек-
тра и сдвиг главного максимума в красную об-
ласть, от 381/398 к 493/504 нм для длин волн
возбуждения от 310 до 435 нм соответственно для
аргинина и лизина. Чтобы исследовать зависи-
мость излучения от возбуждения более подробно,
мы построили графики длин волн пиков излуче-
ния в зависимости от длины волны возбуждения.
Как можно видеть на рис. 3в, данные демонстри-
руют четкую линейную зависимость (R2 = 0.981 и
0.976) с крутизной 0.77 и 0.49 между длинами волн
излучения и возбуждения для L-Lys⋅HСl и
L-Arg⋅HCl соответственно. Наклон, определяе-
мый как изменение длины волны пикового излу-
чения при изменении длины волны возбуждения,
т.е. Δλэм/Δλвозб, остается практически постоян-
ным до 440 нм. Эти данные подтверждают более
ранние наблюдения, показывающие, что каждо-
му спектру флуоресценции соответствует своя
длина волны возбуждения. Таким образом, при-
меняя несколько длин волн возбуждения в УФ- и
видимом спектральном диапазоне, удалось обна-
ружить присутствие в растворе целого ряда эндо-
генных флуорофоров, которые вносят вклад в на-
блюдаемый флуоресцентных сигнал. 

Флуоресценция как в лизине, так и в аргинине
наблюдалась при возбуждении как УФ-, так и ви-
димым светом. Хотя флуоресценция при возбуж-
дении видимым светом при 480 нм была довольно
слабая (кривая 5 на рис. 3а), чувствительность
прибора позволяла достаточно надежно реги-
стрировать ее сигнал. 
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Для оценки всех присутствующих в жидкости
эндогенных флуорофоров, которые вносят вклад
в наблюдаемый флуоресцентный сигнал, можно
использовать метод синхронной флуоресцентной
спектроскопии, когда возбуждение и излучение
сканируются одновременно. Спектр излучения
регистрируется для всех длин волн возбуждения
образца. В этом случае оба монохроматора воз-
буждения и эмиссии сканируются одновременно,
сохраняя фиксированный интервал длин волн
между ними. Синхронное сканирование флуо-
ресценции приводит к сужению регистрируемых
максимумов излучения и в целом улучшает разре-
шение излучающих состояний [13, 14]. Результи-
рующие синхронные спектры возбуждения-ис-
пускания представлены на рис. 4 в виде трехмер-
ного графика, где интенсивность испускания
отображена в виде контурной диаграммы как
функция длин волн возбуждения и испускания. 

На полученных спектральных картах выявля-
ются определенные «островки» интенсивности
флуоресценции, которые соответствуют опреде-
ленному флуорофору с определенным максиму-
мом возбуждения и испускания, что тем самым
подтверждает присутствие в двухкомпонентной
среде не одного, а целого ряда эндогенных флуо-
рофоров, включая и те, которые могут возбуж-
даться видимым светом, а это практически не на-
блюдается у ароматических аминокислот. При
этом отметим, что длинноволновая полоса излу-
чения может возникать как из длинноволнового
спектра возбуждения, так и при коротковолно-
вом возбуждении. Это означает, что испускание
света может быть обусловлено как структурами,
которые непосредственно возбуждаются при по-
глощении света, так и другими структурами, ко-
торые сенсибилизируются за счет безизлучатель-

Рис. 3. Иллюстрация зависимоcти флуоресценции дикарбоновых аминокислот от длины волны накачки: (а) – реальные
спектры 500 мМ водного раствора L-Arg⋅HCl; (б) – нормированные спектры 1 М водного раствора L-Lys⋅HCl, записанные
при различных длинах волн возбуждения (λвозб = 280, 310, 355, 380, 410, 436 и 480 нм); (в) – линейная зависимость
максимума длины волны излучения лизина от длины волны возбуждения. 
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ной передачи энергии возбуждения или в резуль-
тате переноса заряда.

Как видно на рис. 4, топографический график
лизина отличается от такового для аргинина по
распределению максимальной интенсивности
флуоресценции и профилю контурных кривых,
что отражает специфику их структуры и динами-
ки в возбужденном состоянии. 

В работе этим методом был также проанализи-
рован спектральный отклик при разбавлении
растворов. Результирующие спектры представле-
ны на рис. 5. Согласно полученным данным, не-
однородность популяции излучающих видов обо-
их образцов сохраняется также и в разбавленном
состоянии (рис. 5). Однако топографические гра-
фики разбавленных растворов несколько отлича-
ются от приведенных выше для концентрирован-
ных растворов, что может быть результатом раз-
личного влияния среды на электронную

структуру и динамику лизина и аргинина в воз-
бужденном состоянии. 

На основе полученных данных можно заклю-
чить, что аминокислоты в растворе демонстриру-
ют фотофизические свойства, подобные тем, что
наблюдаются у органических хромофоров, у ко-
торых эти свойства связаны с явлением двойной
флуоресценции [32–36]. Механизм, ответствен-
ный за двойную флуоресценцию, по своей сути
противоречит хорошо установленным теориям,
таким как, например, правило Вавилова–Каши
[14, 19], согласно которому независимо от длины
волны возбуждения излучение флуоресценции в
молекуле красителя происходит всегда с самого
нижнего синглетного уровня, поэтому для одного
типа молекул полоса возбуждения одного перехо-
да приводит к одной полосе излучения и спектр
излучения одного перехода не показывает зави-
симости от длины волны. В то же время показано,
что явлению двойной флуоресценции способ-

Рис. 4. Трехмерная контурная диаграмма возбуждения-эмиссии лизина (а) и аргинина (б) в концентрации 1 М и 0.05 М
соответственно. 

Рис. 5. Трехмерная контурная диаграмма возбуждения-эмиссии лизина (а) и аргинина (б) в концентрации 0.1 М и 0.005 М
соответственно. 
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ствует образование водородных связей и возник-
новение состояний с переносом заряда [32–36].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, исследование аминокислот и

их хромофорных групп является одним из наибо-
лее интересных направлений, которое может
пролить света на дальнейшее понимание эндо-
генной люминесценции биомолекул и механиз-
мов функционирования биологических систем на
молекулярном уровне. Это также представляется
важным с точки зрения разработки новых диа-
гностических средств в ближней УФ- и видимой
области.
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Study of Spectral Characteristics of L-Lysine and L-Arginine Using UV-VIS 
Spectroscopy, Steady-State Fluorescence Spectroscopy 

and Synchronous Fluorescence Spectroscopy
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Recently discovered luminescence properties of non-aromatic amino acids, with excitation-dependent pho-
toluminescence in the absence of conjugation within individual molecules, have attracted a great deal of in-
terest. There is no doubt that intrinsic luminescence phenomenon is a reality, but so far the mechanism
involved in this process is not yet defined. In this study, spectral-luminescence properties of L-lysine and
L-arginine were investigated to provide an in-depth understanding of these processes by using UV-VIS spec-
troscopy, steady-state f luorescence spectroscopy and synchronous f luorescence spectroscopy.

Keywords: L-lysine monohydrochloride, L-arginine monohydrochloride, excitation-dependent photolumines-
cence, synchronous fluorescence, UV-VIS spectroscopy 
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Методом циклической вольтамперометрии изучено электрохимическое поведение фенотиазиново-
го красителя толуидинового синего в желатиновом гидрогеле в присутствии трипсина, пероксидазы
и их комбинации. Показано, что содержащаяся в гидрогеле пероксидаза оказывает существенное
влияние на электрохимические превращения толуидинового синего в течение первых 30 с измере-
ний. Добавление трипсина усиливает эффект пероксидазного катализа. Экспериментально обосно-
вана возможность одновременной оценки протеолиза и окислительно-восстановительного равно-
весия в модельной гидрогелевой системе при анализе вольтамперных кривых циклической вольт-
амперометрии. Полученные результаты обосновывают схему и принципы биоэлектрохимического
моделирования диффузии электроактивных молекул в межклеточном матриксе. 

Ключевые слова: циклическая вольтамперометрия, биоэлектрохимия, гидрогели, трипсин, пероксидаза,
толуидиновый синий, in electrode-модели.
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Электрохимические методы стали неотъемле-
мым элементом современной физико-химиче-
ской биологии [1–5], а в последнее десятилетие
электрохимия из аналитического метода превра-
тилась в информативный инструмент моделиро-
вания биологических процессов in electrode [6]. В
контексте электрохимического моделирования
процессов, происходящих на уровне тканей,
большой интерес представляет исследование гид-
рогелевых сред, являющихся естественными для
большинства клеток многоклеточного организма
[7–11]. На наш взгляд, электрохимические экспе-
рименты с использованием гидрогелевых сред
наиболее адекватно отражают процессы, проис-
ходящие во внеклеточном матриксе, и могут слу-
жить прототипами in electrode-моделей биологи-
чески значимых процессов (воспаление, морфо-
генез, регенерация, синтез и выделение
гормональных продуктов, и др.), которые во мно-
гом определяются физико-химическими свой-

ствами матрикса [11]. Такие модели оптимальны
и для изучения свойств матриксов тканеинже-
нерных конструкций, и для конструирования
электрохимических биосенсоров [10, 12–14]. 

Одной из проблем при создании in electrode-
моделей является то, что окислительно-восстано-
вительные реакции, сравнительно легко воспро-
изводимые в электрохимическом эксперименте,
в биологических средах, как правило, осложня-
ются ферментативным катализом. При этом фер-
менты матрикса оказывают влияние не только на
скорость собственно редокс-превращений реа-
гентов, но и на диффузионные свойства биологи-
ческого гидрогеля, определяющие их локальные
концентрации. 

Для сопряжения биохимических реакций с
электродными целесообразно использовать ме-
диаторы – молекулы, способные к быстрым и об-
ратимым окислительно-восстановительным пре-
вращениям как в биологических, так и в электро-
химических процессах [15]. В настоящей работе в
качестве электрохимического медиатора исполь-
зовали фенотиазиновый краситель толуидино-
вый синий (ТС). В предыдущих исследованиях

Сокращения: ТС – краситель толуидиновый синий, ФСБ –
фосфатно-солевой буферный раствор, ЦВА – цикличе-
ская вольтамперометрия.
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мы выяснили, что ТС в нейтральных буферных
растворах обладает воспроизводимым электрохи-
мическим поведением [16], которое хорошо соот-
ветствует диагностическим критериям обратимо-
сти [17]. При этом лимитирующей стадией элек-
трохимических превращений ТС является его
диффузия к электродной поверхности. Это под-
тверждается экспериментами в гидрогелевых сре-
дах, когда протеолиз существенно ускоряет рост
пиковых значений силы тока, повышая значения
эффективного коэффициента диффузии ТС в ге-
левой среде [16, 18]. Пероксидаза способна ис-
пользовать ТС в качестве восстановителя [19],
оказывая влияние на соотношение окисленных и
восстановленных форм красителя в системе, что
позволяет применять ее для моделирования сдви-
гов окислительно-восстановительного равнове-
сия в тканях при использовании ТС как электро-
активной метки.

Таким образом, на поведение электроактив-
ной метки в межклеточном матриксе влияет ком-
плекс разнообразных факторов, нуждающийся в
детальном изучении, в том числе и методами
электрохимического моделирования. Поэтому
целью настоящей работы стало исследование
электрохимического поведения толуидинового
синего как электроактивного медиатора в услови-
ях модельной гидрогелевой среды при действии
трипсина и пероксидазы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В экспериментах использовали планарные
электродные системы (ООО НПП «Автоком»,
Москва, Россия), изготовленные методом трафа-
ретной печати и включающие рабочий и вспомо-
гательный электроды на основе графита, элек-
трод сравнения – хлорсеребряный. 

Фоновым электролитом во всех измерениях
служил фосфатно-солевой буферный раствор
(ФСБ) (рН 7.2), на котором готовили и все рабо-
чие растворы. Перед измерениями электроды
подвергали циклированию в буферном растворе в
диапазоне потенциалов +1000…–1000 мВ для ста-
билизации характеристик. Для формирования
гидрогеля на рабочий электрод наносили 1 мкл
раствора желатина (1.5 масс.%) или 1 мкл раство-
ра желатина, содержащего пероксидазу из корней
хрена (RZ >3.0) с удельной активностью
250 ед/мг. После формирования на рабочем элек-
троде гидрогеля в ячейку вносили раствор ТС
(0.1 мМ) с эквимолярным раствором пероксида
водорода. В отдельной серии экспериментов для
моделирования протеолиза к перечисленным реа-
гентам добавляли трипсин из поджелудочной желе-
зы свиньи с удельной активностью 250 ед/мг до ко-
нечной концентрации в ячейке 0.001 масс. %. 

Измерения проводили методом циклической
вольтамперометрии (ЦВА) на потенциостате-
микроамперметре «Эколаб-2А» (ООО «Эковек-
тор», Ижевск, Россия) (точность измерений по-
тенциала ±1 мкВ, токов – ±1 нА). Использовали
диапазон потенциалов 0…+460 мВ со скоростью
развертки потенциала 130 мВ/с. Измеряемым па-
раметром были значения силы тока на рабочем
электроде. Для оценки диффузии измерения про-
водили в течение 21 мин с интервалом 7 с в
первую минуту, а затем каждые 3 мин. Согласно
рекомендациям ИЮПАК на графиках ЦВА отри-
цательные токи соответствуют процессам элек-
тровосстановления, a положительные – процес-
сам электроокисления [16]. Значения потенциа-
лов приведены относительно хлорсеребряного
электрода.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При отсутствии ферментов вольтамперные кри-
вые ЦВА толуидинового синего, диффундирующего в
желатиновом гидрогеле в среде фосфатно-солевого
буферного раствора, характеризуются наличием хо-
рошо выраженных анодного пика (Epa = –219.8 мВ),
соответствующего электроокислению ТС, и катодно-
го пика (Epc = –280.2 мВ), сопровождающего его
электровосстановление. Значение ΔЕ = 60.4 мВ, а по-
тенциал полуволны Е1/2 = 250 мВ (рис. 1, врезка). Пи-
ковые значения силы тока нарастают в ходе экспери-
мента, достигая 0.62 мкА в анодной области (рис. 1) и
‒0.80 мкА – в катодной области, отражая поступле-
ние красителя к электродной поверхности. 

Анализ характера изменения анодного тока
показывает (рис. 1), что процесс электроокисле-
ния ТС в среде с ограниченной диффузией (гид-
рогеле) имеет две стадии, отличающиеся меха-
низмом формирования тока окисления. В интер-
вале времени 0–720 с анодный ток возрастает за
счет поступления красителя к поверхности со-
гласно закону Ipa ~  до значения I*, которое в
проведенном эксперименте достигается при
t = 720 с. Такая зависимость соответствует диф-
фузионно-лимитируемому характеру электрохи-
мической реакции. Свыше t = 720 с наблюдается
переход к линейному характеру Ipa ~ I* + αt, что
может быть объяснено насыщением поверхности
электрода толуидиновым синим и затруднением
отвода прореагировавших молекул от электрода. 

Внесение в ячейку трипсина не приводило к
существенному изменению пиковых значений
силы тока по сравнению с условиями гидрогеля,
не содержащего фермента. При используемых со-
отношениях желатина и трипсина явных измене-
ний диффузионных свойств геля, регистрируе-
мых по скорости роста пиковых значений катод-
ных и анодных токов, не обнаружено. 

t
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При диффузии ТС в желатиновом гидрогеле,
содержащем пероксидазу, характер вольтамперо-
грамм наиболее существенно менялся на началь-
ной стадии эксперимента. На 7-й–14-й секундах
в анодной области ожидаемый (Epa = –219.8 мВ)
пик электроокисления ТС (рис. 2, кривые 1)
практически отсутствует (рис. 2, кривые 2), а в ка-
тодной области наблюдается выраженный рост
силы тока, достигающий максимума в точке раз-
ворота развертки потенциала. 

Качественные изменения кривых ЦВА на на-
чальных этапах эксперимента, очевидно, отража-

ют эффективный пероксидазный катализ. Вос-
становленная форма ТС выступает в качестве
второго субстрата – донора электронов для пе-
роксидазы [19]. В результате высокой скорости
ферментативного окисления ТС в приэлектрод-
ном слое повышается концентрация окисленной
формы красителя, что сопровождается ростом то-
ков электровосстановления (катодных) и отсут-
ствием локального повышения значений силы
тока электроокисления ТС в анодной области
(рис. 3). 

К третьей минуте эксперимента становятся за-
метными характерные пики (Epa = –219.8 мВ;
Epc = –280.2 мВ), соответствующие электрохими-
ческим превращениям красителя, и кривые ЦВА
приобретают сходство с зависимостями, полу-
ченными при отсутствии пероксидазы (рис. 4).
Вероятной причиной таких изменений кривых
ЦВА во времени может служить избранная схема
иммобилизации фермента на электроде. При на-
несении фермента в составе геля в приэлектрод-
ной области оказывается сравнительно неболь-
шое количество пероксидазы, которое и форми-
рует картину ЦВА на начальных этапах. 

Еще одной гипотезой, объясняющей характер
изменения вольтамперных кривых, может слу-
жить представление об адсорбции красителя на
поверхность электрода, ограничивающей участие
в электрохимических превращениях диффунди-
рующих из геля молекул ТС, окисленных перок-
сидазой. Поскольку большая часть молекул фер-
мента находится в геле на относительно большом
расстоянии от электродной поверхности, эффект
ферментативного катализа существенен только

Рис. 1. Графики зависимости пиковых значений анодного тока от времени эксперимента в интервале 0–1260 с. На
врезке: типичная вольтамперная кривая ЦВА толуидинового синего (0.1 мМ) на графитовом планарном электроде
в среде желатинового геля, не содержащего ферментов, соответствующая моменту времени 720 с. Фоновый
электролит – ФСБ (рН 7.2) с добавлением пероксида водорода (0.1 мМ). Скорость развертки потенциала 130 мВ/с.

Рис. 2. Вольтамперные кривые ЦВА толуидинового
синего (0.1 мМ) в среде желатинового геля (кривые 1) и
в присутствии пероксидазы (кривые 2) на 14-й
секунде эксперимента. Фоновый электролит – ФСБ
(рН 7.2) с добавлением 0.1 мМ пероксида водорода.
Скорость развертки потенциала 130 мВ/с.
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на начальных этапах эксперимента. Затем основ-
ной вклад в формирование вольтамперограмм
вносят молекулы красителя, адсорбированные на
электроде, состояние которых определяется
электрохимическими циклами окисления-вос-
становления, а диффузия их от электрода затруд-
нена гидрогелем. 

Если в растворе присутствует трипсин, то кри-
вые ЦВА на начальных стадиях эксперимента
(7-я–14-я секунды) приобретают характерную
S-образную форму, соответствующую перокси-
дазному окислению ТС (рис. 5, кривые 2). Значе-
ния катодных токов и скорость их нарастания су-
щественно превосходят показатели, полученные
в отсутствие протеолиза (рис. 5, кривые 1).

Роль трипсина в формировании таких вольт-
амперограмм, вероятно, сводится к ускорению

диффузии субстратов пероксидазы (ТС и перок-
сида водорода) и самого фермента к приповерх-
ностному слою электрода, где его каталитическая
активность начинает более существенно влиять
на электрохимические превращения ТС.

Протеолиз желатина облегчает диффузию ТС
в направлении раствора, что повышает вероят-
ность электровосстановления окисленных пе-
роксидазой молекул. Подтверждением ускорения
диффузионных процессов служит формирование
в условиях протеолиза более выраженного пика в
анодной области (Е ≈ –200 мВ), соответствующе-
го электроокислению ТС. 

Информативным показателем, характеризую-
щим процессы, происходящие на электроде, ока-
залось соотношение пиковых значений силы тока
(рис. 6). Для идеально обратимого электрохими-
ческого процесса этот показатель стремится к

Рис. 3. Общая схема сопряжения электрохимического и биокаталитического процессов в эксперименте (по работе
[19] с изменениями). ПХ – пероксидаза из корней хрена.

Рис. 4. Вольтамперные кривые ЦВА толуидинового
синего (0.1 мМ) в среде желатинового геля в
присутствии пероксидазы: на 14-й секунде
эксперимента (кривые 1) и через 3 мин (кривые 2)
после начала измерений. Фоновый электролит –
ФСБ (рН 7.2) с добавлением 0.1 мМ пероксида
водорода. Скорость развертки потенциала 130 мВ/с.

Рис. 5. Вольтамперные кривые ЦВА толуидинового
синего (0.1 мМ) в среде желатинового геля в присут-
ствии пероксидазы хрена (кривые 1), при добавле-
нии трипсина (кривые 2) на 14-й секунде экспери-
мента. Фоновый электролит – ФСБ (рН 7.2). Ско-
рость развертки потенциала 130 мВ/с.
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единице [17]. В условиях наших экспериментов
соотношение токов определялось прежде всего
присутствием пероксидазы или трипсина, либо
их комбинации, а также диффузионными огра-
ничениями, накладываемыми гидрогелевой
средой. 

В среде гидрогеля с естественным насыщени-
ем кислородом соотношение пиковых значений
силы тока Ipа/Ipс в начале измерений составило
1.2, что может быть объяснено некоторым преоб-
ладанием на начальном этапе окисленной формы
ТС. К концу эксперимента этот показатель вы-
равнивался, и среднее значение в серии измере-
ний составляло 0.9.

Трипсиновый протеолиз, не оказывая суще-
ственного влияния на пиковые значения силы то-
ка, отражался на их соотношении. Оно оказалось
близким к единице и более стабильным в ходе
эксперимента, чем в отсутствие трипсина, что
может быть объяснено меньшими диффузионны-
ми ограничениями. 

Особенно выраженное влияние на соотноше-
ние Ipа/Ipс оказывает пероксидаза. Вследствие
ферментативного окисления в начальный мо-
мент времени соотношение токов резко смеща-
лось в сторону электровосстановления ТС. К тре-
тьей минуте показатель выравнивался и сохра-
нялся близким к единице до конца эксперимента. 

В присутствии трипсина эффект пероксидаз-
ного катализа отражался на значениях силы тока
до конца эксперимента. Соотношение Ipа/Ipс
оказалось низким в начале эксперимента, затем
сместилось к единице, а с девятой минуты для
всех циклов было стабильным (≈ 0.6). Этот пока-

затель близок к критериям так называемого EC '-
процесса (каталитической электродной реакции)
[17], но в условиях диффузионных ограничений
белкового гидрогеля его удается достичь только с
помощью протеолиза. 

Таким образом, комбинированное действие
трипсина и пероксидазы в желатиновом гидрогеле
усиливает ферментативное окисление ТС и облег-
чает его регистрацию методом циклической вольт-
амперометрии. При создании моделей биологиче-
ских тканей in electrode или при использовании
электрохимических методов in vivo необходимо
учитывать, что протеолиз, как правило, не приво-
дящий к образованию электроактивных продук-
тов, может оказывать существенное влияние на ре-
зультаты электрохимического эксперимента.

ВЫВОДЫ

1. Диффузия толуидинового синего в желати-
новом гидрогеле (1.5 масс. %) в отсутствие фер-
ментов может быть оценена как серия вольтам-
перных кривых ЦВА с логарифмическим ростом
пиковых значений силы тока (от 0.0072 мкА
до 0.8 мкА в анодной области (Epa = –219.8 мВ);
от –.0089 мкА до –0.62 мкА – в катодной (Epc =
= ‒280.2 мВ)).

2. Внесение в желатиновый гидрогель перок-
сидазы приводит к формированию на начальных
этапах эксперимента катодных токов, достигаю-
щих –0.6 мкА, и снижению анодных токов до
0.004 мкА. 

3. Трипсин, вносимый одновременно с суб-
стратами пероксидазы, приводит к повышению

Рис. 6. Изменения соотношения пиковых значений анодных и катодных токов при разных условиях эксперимента.
Фоновый электролит – ФСБ (рН 7.2) с добавлением пероксида водорода (0.1 мМ). Скорость развертки потенциала
130 мВ/с.
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на 14-й секунде катодных токов до –0.85 мкА и
стабильному снижению соотношения Ipа/Ipс до
0.6 с девятой минуты эксперимента.

4. Исследование вольтамперного поведения
толуидинового синего в модельном белковом
гидрогеле позволяет оценить его диффузионные
свойства и пероксидазную активность с учетом
влияния протеолиза.
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Bioelectrochemical Modeling of Toluidine Blue Diffusion in a Hydrogel 
in the Presence of Peroxidase and Trypsin

 I.A. Cherenkov*, **, M.D. Krivilev*, ****, M.M. Ignat’eva*,
E.V. Vahrusheva*, **, and V.G. Sergeev*, **

*Udmurt State University, Universitetskaya ul. 1, Izhevsk, 426034 Russia

**Izhevsk State Medical Academy, ul. Kommunarov 281, Izhevsk, 426034 Russia

***Udmurt Federal Research Center, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences,
ul. Tatiany Baramzinoj 34, Izhevsk, 426067 Russia

The electrochemical properties of toluidine blue, a phenothiazine dye, in a gelatin hydrogel in the presence
of trypsin, peroxidase, and their combination have been studied by means of cyclic voltammetry. It was shown
that peroxidase present in the hydrogel has a significant effect on the electrochemical transformations of tolu-
idine blue during the first 30 seconds of measurements. The addition of trypsin enhances the effect of perox-
idase catalysis. The feasibility of simultaneous assessment of proteolysis and redox equilibrium in a model hy-
drogel system in the analysis of voltammetric curves of cyclic voltammetry has been experimentally validated.
The obtained results demonstrate that the scheme and principles of bioelectrochemical modeling of the dif-
fusion of electroactive molecules in the intercellular matrix work reasonably well.

Keywords: cyclic voltammetry, bioelectrochemistry, hydrogels, trypsin, peroxidase, toluidine blue, in electrode-
models 
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связывание различных изомеров и аналогов тестостерона с андрогенным рецептором. Особое вни-
мание уделяется рассмотрению роли структурных и термодинамических факторов в определении
предпочтительных изомеров тестостерона, обусловливающих, возможно, наилучшее обеспечение
функционирования его комплекса с андрогенным рецептором. 
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Тестостерон, андроген стероидной природы,
является основным половым гормоном. В меди-
цинской практике достаточно давно применяют
при гипофункции яичек и связанных с этим нару-
шениях препараты тестостерона (например, те-
стостерона пропионат) либо его синтетические
аналоги. Тестостерон также используют спортс-
мены для набора мышечной массы и роста силы,
причем часто в виде производных и миметиков (и
это считается допингом). Кроме этого, синтети-
ческий тестостерон используют при гормональ-
но-заместительной терапии для мужчин старше-
го возраста, у которых наблюдается пониженный
уровень мужского полового гормона. При уча-
стии тестостерона растут мышцы, образуются
красные кровяные тельца, регенерируют ткани,
сжигается жир, происходит липидный обмен в
печени. В целом в любой ткани организма для
нормальной жизнедеятельности необходим те-
стостерон [1–5]. Кроме того, ведутся исследова-
ния по применению стероидов как фармакофор-
ного базиса новых инсектицидов [6]. 

Действие тестостерона начинается с его связы-
вания с соответствующим рецептором. Первич-
ные акты взаимодействия гормона с поверхно-
стью клетки, образование комплекса с рецепто-
ром описаны во множестве работ. Наиболее
подробными и последними из них являются ра-
боты [7, 8]. Важно отметить, что сам тестостерон
биологически малоактивен и слабо связывается с

андрогенными рецепторами (является фактиче-
ски прогормоном), прежде чем подействовать на
андрогенные рецепторы клеток органов-мише-
ней, он должен подвергнуться непосредственно в
клетках восстановлению в 5α-позиции углерод-
ного скелета с помощью фермента 5α-редуктазы.
При этом образуется биологически активная
форма тестостерона – дигидротестостерон, кото-
рый связывается с тем же андрогенным рецепто-
ром в клетке, что и тестостерон. 

Как и многие биологически-активные молеку-
лы, стероиды функционируют по принципу
«ключ–замок». Они связываются в консерватив-
ной полости в глобуле рецепторного белка.
Именно эти комплексы давно привлекали внима-
ние исследователей. К настоящему времени экс-
периментально определены структуры рецепто-
ров с некоторыми лигандами [9–11]. Несмотря на
повышенный интерес к проблеме активации и
ингибирования андрогенного рецептора, суще-
ственное значение уделяется проблеме строения
самого андрогенного рецептора и определенных
замен аминокислот внутри него. В то же время
вопрос о конформационных возможностях моле-
кулы тестостерона в сравнении с его аналогами
при взаимодействии с рецептором представляет-
ся недостаточно ясным – учитывая строение ука-
занного рецептора и высокую консервативность
полости, где осуществляется взаимодействие.
Опять же, интересен вопрос влияния водного
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окружения и катионов на взаимодействия произ-
водных тестостерона с активным центром. Нами
запланированы исследования в данном направ-
лении, но на настоящем этапе мы начали иссле-
дование лигандов в газовой фазе, а сами расчеты
и моделирование взаимодействия их с активным
центром проводили без участия воды.  

В данной работе на базе современных методов
вычислительной химии проведен сравнительный
анализ изомеров молекулы тестостерона, дигид-
ротестостерона, а также некоторых их аналогов.
На основании расчетов гибкого докинга изоме-
ров указанных молекул на андрогенный рецептор
мы картировали места их связывания и проана-
лизировали полученные величины энергий тако-
го взаимодействия. 

Целью данной работы является теоретическое
исследование структурных свойств изомеров те-
стостерона в изолированной форме. Помимо это-
го, в работе исследуется связывание различных
изомеров и аналогов тестостерона с андрогенным
рецептором. Особое внимание уделяется рас-
смотрению роли структурных и термодинамиче-
ских факторов в определении предпочтительных
изомеров тестостерона, обусловливающих по
возможности наилучшее обеспечение функцио-
нирования его комплекса с андрогенным рецеп-
тором.

МЕТОДЫ

Для расчетов структурных, спектроскопиче-
ских и термодинамических особенностей указан-
ных биомолекул использовали полуэмпириче-
скую квантово-химическую MNDO-методику в
вариантах параметризации PM3. Выбор такого
инструмента исследований обусловлен наилуч-
шим соотношением (для данного типа задач) точ-
ности расчета и необходимых вычислительных
ресурсов, неоднократно проверенных нами [12–
14]. В ходе расчетов использовали усиленные
критерии достижения глобального минимума по-
верхности потенциальной энергии исследуемых
молекул. Мы добивались не только максималь-
ных по значению теплот образования оптимизи-
руемых структур, но и отсутствия отрицательных
значений частот в рассчитанных спектрах нор-
мальных колебаний всех возможных изомеров те-
стостерона. Этим достигалось исключение из
рассмотрения большого числа промежуточных,
метастабильных структур. 

Для всех изомеров были проанализированы их
основные структурные характеристики. Кроме
того, нами были рассмотрены другие важные па-
раметры: теплота образования, инерциальный
дефект, абсолютная энтропия, дипольный мо-
мент. 

Поиски и анализ мест связывания изомеров
тестостерона с андрогенным рецептором были
выполнены с помощью метода гибкого докинга,
который хорошо реализован в пакете Autodock
VINA [15]. В качестве моделей фермента, ставше-
го мишенью для докинга, в банке данных про-
странственных структур белков (Protein Data
Bank, PDB) были выбраны структуры андроген-
ного рецептора человека (коды молекул: 2Q7I и
1T7T). Структуры были получены методом рент-
геновской дифракции с разрешениями 1.87 и
1.7 Å соответственно, этого вполне достаточно
для компьютерных расчетов методом гибкого до-
кинга. В процессе подготовки к расчетам данные
модели были очищены от молекул воды и других
веществ. Важно отметить, что эти рецепторы бы-
ли закристаллизованы вместе с тестостероном и
дигидротстостероном, которые являются актива-
торами рецептора (при этом дигидротестостерон
действует сильнее, нежели тестостерон [7, 16]).
Поскольку местоположение этих молекул на ре-
цепторе известно, мы начали наши расчеты с вос-
создания структур экспериментально получен-
ных комплексов. Этим достигалась калибровка
выбранного пакета для докинга (Autodock VINA)
на конкретных примерах комплексов «андроген-
ный рецептор + тестостерон». В начале расчета
программа строит поверхность жесткой белковой
глобулы с учетом частичных зарядов аминокис-
лотных остатков. Для того чтобы провести поиск
мест связывания лигандов на всей поверхности
белка-мишени, мы не стали ограничивать об-
ласть поиска какой-то небольшой ячейкой для
докинга, а задали ее размер таким, чтобы в нее
поместился весь рецептор (50 × 44 × 54 Å – для
молекулы с кодом 2Q7I, 52 × 50 × 60 Å – для моле-
кулы с кодом 1Т7Т). Центры молекул находились
в точках со следующими координатами: x =
= 22.648, y = 5.739 и z = 11.037 для рецептора с ко-
дом 2Q7I; x = –10.879, y = 9.907 и z = 44.556 – для
рецептора с кодом 1Т7Т. Эти же данные для ми-
шеней мы использовали и для последующих рас-
четов всех полученных с помощью полуэмпири-
ческих методов изомеров тестостерона. Сами же
лиганды в расчетах были максимально подвиж-
ны: в конформационном поиске допускалось
вращение вокруг одинарных связей по всем сте-
пеням свободы. Выполненный нами расчет до-
кинга основного изомера тестостерона позволил
воспроизвести структуру комплекса, ранее полу-
ченную с помощью рентгеновской кристаллогра-
фии. При этом пакет Autodock VINA позволил со-
отнести конкретную геометрию лиганд-белково-
го комплекса с полной энергией связывания,
которая здесь именуется аффинностью («срод-
ство»). В VINA используется один из методов гло-
бальной стохастической оптимизации – повторя-
ющийся локальный поиск, описанный в работе
[17]. В этом алгоритме последовательность шагов
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принимается в соответствии с критерием Метро-
полиса, а локальная оптимизация достигается
методом Бройдена–Флетчера–Голдфарба–Шан-
но. Программа производит расчет энергии связы-
вания (аффинности) низкомолекулярного веще-
ства к части белка:

Энергия связывания (ΔG) = A + B + C – D, 
ккал/моль,

где A – сумма общей межмолекулярной энергии,
энергии ван-дер-ваальсового взаимодействия,
электростатической энергии, энергии десольва-
тации и энергии водородных связей; B – общая
внутренняя энергия; C – свободная энергия вра-
щения; D – несвязанная энергия системы.

Полная энергия связывания составила –10.6 и
–11.0 ккал/моль соответственно для молекул с
кодами 2Q7I и 1T7T. Для изучения геометрии по-
лучаемых комплексов и анализа типов взаимо-
действий мы использовали пакет PLIP [18] Ос-
новные виды взаимодействия, стабилизирующие
такой комплекс, – это водородные связи боковых
групп аминокислот полости рецептора с атомами
кислорода в составе лиганда, а также гидрофоб-
ные взаимодействия между стероидной цикличе-
ской системой и лейцинами (Leu704 и Leu873) и
фенилаланинами (Phe764 и Phe876) на внутрен-
ней поверхности полости андрогенного рецеп-
тора.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе подготовки расчетов мы смоделировали

64 изомерных формы тестостерона. Для каждой
из них был выполнен оптимизационный конфор-
мационный анализ с поиском глобальных мини-
мумов энергии структур с контролем отсутствия
отрицательных значений частот в рассчитанных
спектрах нормальных колебаний – появление та-
ких частот свидетельствовало бы о метастабиль-
ном, переходном состоянии молекулы [13, 14]. В
табл. 1 представлены все изомеры, их теплоты об-
разования и аффинности к рецепторам тестосте-
рона (2Q7I и 1T7T). 

Обращает на себя внимание чрезвычайно вы-
сокая консервативность связывания каждого из
изомеров с рецептором – об этом свидетельствует
идентичная локализация каждого из лигандов
(«+» в таблице означает, что исследуемая молеку-
ла с наилучшей аффинностью находилась в поло-
сти активного центра рецептора). При этом поло-
жение лигандов хорошо соответствует локализа-
ции тестостерона в комплексе, структура
которого решена экспериментально [9, 10]. Все
изомеры, которые находились в активном центре
андрогенного рецептора, имели наибольшую аф-
финность по сравнению с аффинностями изоме-
ров, не попадающих в активный центр рецептора.
Аффинность этих локализаций по сравнению с

аффинностями в активном центре уступала, ино-
гда даже с существенным значением (около 5 и
более ккал/моль). Поэтому мы не приводим
эти данные в таблице и не описываем подробно в
статье, поскольку не считаем их основополагаю-
щими.

Величины аффинности связывания каждого
из изомеров с рецептором отличаются друг от
друга не столь существенно, как величины теплот
образования каждого из лигандов. Различия в ве-
личинах энтальпии образования (Hf

o) позволи-
ли нам выявить ряд структур с минимальными
значениями этого параметра (выделены серым в
табл. 1): это изомеры с номерами 10, 20, 24, 33, 40,
46 и 56 (вынесены в табл. 2).

Пространственные структуры изомеров тесто-
стерона (табл. 2) представлены на рис. 1. Структу-
ры представлены таким образом, что слева напра-
во и сверху вниз постепенно у каждой структуры
уменьшается теплота образования, т.е. самая
верхняя и левая является самой выгодной по теп-
лоте образования.

Говоря о пространственном строении тесто-
стерона, следует отметить, что в состав его моле-
кулы входят два кольца «циклогексана». У цикло-
гексана существуют два основных конформера,
которые существенно отличаются друг от друга
по термодинамическим характеристикам [19–21].

Конформеры циклогексана представлены на
рис. 2. Самым стабильным является конформер в
форме «кресла» (рис. 2а). Вторым, менее стабиль-
ным конформером является конформер в форме
«ванны», но так как геометрия «ванны» для цик-
логексана на самом деле является лишь теорети-
чески предсказанной, то в природе эта форма
имеет вид, представленный на рис. 2б (форма
«полуванны»). При такой топологии не возникает
напряженности между двумя водородами (ориен-
тированными в одну сторону), которая возникала
бы, если конформеры находились в идеальной
форме «ванны» [19–21].

Анализ наиболее выгодных изомеров тестосте-
рона (табл. 2, 20 и 46) позволяет отметить, что все
«внутренние» циклогексановые кольца имеют
конформацию «кресел». В то же время в других
изомерах, представленных на рис. 1 и в табл. 2,
лишь одно из двух циклогексановых колец имеет
такую конформацию (схематически на рис. 1
конформации «кресла» обозначены цифрой 1, а
«ванны» и «полуванны» – цифрой 2). В остальных
структурах (не представленных на рис. 1) «внут-
ренние» циклогексановые кольца совсем не име-
ли самых стабильных форм конформера («крес-
ло»). Такое состояние структур изомеров тесто-
стерона вызвано наличием двух метильных групп
в молекулах. Метильные группы являются внут-
ренними ограничителями стереохимических из-
менений и перестроек разных изомеров тестосте-
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Таблица 1. Теплоты образования всех изомеров тестостерона, их аффинности к рецепторам 2Q7I и 1T7T и
локализация

№ 
изомера

Теплота образования 
(ΔHf

o),  ккал/моль
Аффинность к 

рецептору 2Q7I, 
ккал/моль

Локализация Аффинность к 
рецептору 1Т7Т, 

ккал/моль

Локализация

1 –110.443875 –9.9 + –10.1 +

2 –109.535233 –10.0 + –10.6 +

3 –101.640958 –10.7 + –10.9 +

4 –104.770838 –10.1 + –10.4 +

5 –108.507504 –9.7 + –10.1 +

6 –105.000268 –8.7 + –9.1 +

7 –105.558115 –9.7 + –10.1 +

8 –108.929358 –10.1 + –10.4 +

9 –107.545289 –8.9 + –8.9 +

10 –112.850545 –8.5 + –8.3 +

11 –103.262130 –9.4 + –9.9 +

12 –106.739034 –9.9 + –10.6 +

13 –107.356760 –9.3 + –9.6 +

14 –110.301049 –9.2 + –9.7 +

15 –105.571054 –9.1 + –9.3 +

16 –108.419451 –8.9 + –9.3 +

17 –104.799830 –9.5 + –9.6 +

18 –109.348467 –8.9 + –9.0 +

19 –110.268986 –10.4 + –10.9 +

20 –113.400978 –10.6 + –11.0 +

21 –105.352401 –10.3 + –10.7 +

22 –108.362199 –10.3 + –10.5 +

23 –109.664838 –9.6 + –10.0 +

24 –112.848489 –10.2 + –10.6 +

25 –103.293795 –9.3 + –9.8 +

26 –108.562926 –9.1 + –9.6 +

27 –106.560474 –9.6 + –10.0 +

28 –109.836015 –10.3 + –10.6 +

29 –104.948781 –9.5 + –9.9 +

30 –108.233500 –10.2 + –10.0 +
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31 –107.210145 –9.1 + –9.5 +

32 –110.092088 –9.3 + –9.7 +

33 –112.592660 –9.4 + –8.8 +

34 –109.614568 –9.1 + –9.2 +

35 –93.297025 –8.6 + –8.4 +

36 –96.259707 –9.0 + –9.0 +

37 –107.123063 –9.7 + –9.8 +

38 –103.722771 –9.8 + –9.8 +

39 –109.148148 –9.7 + –9.6 +

40 –111.840495 –9.5 + –9.7 +

41 –104.823613 –9.4 + –9.9 +

42 –109.140463 –9.6 + –10.2 +

43 –104.174334 –9.6 + –9.9 +

44 –107.435392 –9.1 + –9.4 +

45 –110.133282 –9.8 + –10.2 +

46 –113.083301 –9.0 + –9.0 +

47 –109.493799 –10.1 + –9.6 +

48 –113.805879 –9.2 + –8.5 +

49 –104.857198 –9.3 + –9.4 +

50 –108.821267 –10.1 + –10.2 +

51 –104.648624 –9.5 + –9.7 +

52 –107.691838 –8.8 + –9.0 +

53 –98.760425 –9.9 + –9.9 +

54 –101.723139 –9.4 + –9.1 +

55 –108.228847 –9.2 + –8.7 +

56 –111.115014 –9.1 + –8.8 +

57 –101.765901 –9.0 + –9.0 +

58 –107.148790 –9.0 + –9.0 +

59 –104.641399 –9.6 + –9.5 +

60 –108.168900 –8.5 + –8.7 +

61 –102.650286 –9.6 + –9.8 +

62 –105.837305 –8.9 + –9.0 +

63 –106.849911 –9.9 + –10.0 +

64 –110.084258 –9.9 + –9.9 +

Примечание. Локализация – совпадение (+) или несовпадение (–) с рентгеноструктурными данными.
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Таблица 2. Теплоты образования наиболее термодинамически выгодных изомеров тестостерона и их
аффинности к рецепторам 2Q7I и 1T7T 

№ изомера Теплота образования (ΔHo
f),  

ккал/моль
Аффинность к рецептору 2Q7I, 

ккал/моль
Аффинность к рецептору 

1Т7Т, ккал/моль

20 –113.400978 –10.6 –11.0
46 –113.083301 –9.0 –9.0
10 –112.850545 –8.5 –8.3
24 –112.848489 –10.2 –10.6
33 –112.592660 –9.4 –8.8
40 –111.840495 –9.5 –9.7
56 –111.115014 –9.1 –8.8

Рис. 1. Структуры изомеров тестостерона РМ3 МОРАС. Цифрами 1 и 2 обозначены конформеры циклогексана:
«кресло» и «полу-ванна» соответственно.
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рона. Указанные особенности пространственно-
го строения изомеров тестостерона влияют на
локализацию каждого из изомеров при их связы-
вании внутри андрогенного рецептора. Именно
поэтому, несмотря на большое разнообразие изо-
мерных форм, в роли активатора андрогенного
рецептора выступает самый термодинамически
стабильный изомер, который в настоящее время
применяется в медицине и других областях – 17β-
гидрокси-10,13β-диметиландрост-4-ен-3-он [1–
8]. Его зеркально отраженная в плоскости струк-
тура (17β-гидрокси-10,13α-диметиландрост-4-ен-
3-он) – энергетический эквивалент, тем не менее
сильно уступающий в аффинности к андрогенно-
му рецептору. Это является еще одним подтвер-
ждением высокой геометрической специфично-
сти лиганда при образовании комплекса «тесте-
стерон + рецептор». Данный факт потребовал
более тщательного изучения взаимодействия с
рецептором других, более сильных аналогов те-
стостерона: дигидротестостерона и метриболона.

Показано, что они являются более сильными ак-
тиваторами андрогенного рецептора [7, 8, 22–24].

При исследовании положения структур в ре-
цепторе нами было выявлено, что плоскости мо-
лекулы наиболее термодинамически стабильного
изомера тестостерона (тестостерон 20), дигидро-
тестостерона и метриболона полностью совпада-
ют друг с другом. В то же время плоскость изоме-
ра тестостерона с номером 46 лежит внутри ре-
цептора ровно перпендикулярно указанным
изомерам (вдоль большой оси молекулы) (рис. 3). 

Аффинности иследуемых молекул приведены
в табл. 3. Примечательно, что тестостерон 20, ди-
гидротестостерон и метриболон по аффинности
эквиэнергетичны: разница в свободной энергии
связывания не превышает 1 ккал/моль, тогда как
аффинность тестостерона 46 отличается от
остальных примерно на 2 ккал/моль. 

Анализ пространственного строения изучае-
мых биологически активных лигандов показал,
что тестостерон 20, дигидротестостерон и метри-

Рис. 2. Конформационные состояния циклогексана РМ3 МОРАС: (а) –«кресло», (б) – «полу-ванна».

Рис. 3. Схематическое расположение тестостерона и его аналогов в активном центре андрогенного рецептора.

Таблица 3. Аффинности лигандов к рецепторам 2Q7I и 1T7T

№ молекулы Аффинность к рецептору 2Q7I, 
ккал/моль

Аффинность к рецептору 1Т7Т, 
ккал/моль

Тестостерон 20 –10.6 –11.0

Тестостерон 46 –9.0 –9.0

Дигидротестостерон –10.7 –11.2

Метриболон –9.8 –10.4
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Рис. 4. Тестостерон и его аналоги.

болон являются более «плоскими» структурами
по сравнению с тестостероном 46 (рис. 4). 

Геометрический фактор, по-видимому, явля-
ется одним из ключевых для ориентации лиганда
при активации андрогенного рецептора. В ряду
«тестостерон-20, дигидротестостерон, метрибо-
лон» наиболее плоским строением характеризу-
ется метриболон, далее идет дигидротестостерон,
а лишь потом тестостерон-20. Для количествен-

ной оценки степени «плоскости» каждой из моле-
кул нами были рассчитаны величины инерциаль-
ных дефектов: Δ′ = Ic – (Ia + Ib), где Ic(a,b) –
главные моменты инерции молекулы) [13, 14].
Это весьма чувствительный индикатор асиммет-
рии формы молекулы. Следовало ожидать, что
наибольшими значениями указанной величины,
т.е. наименее компактными формами, будут об-
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ладать «невыплощенные» молекулы, поскольку
все три оси молекулы будут задействованы в рас-
чете этой величины. 

Как показал расчет, для этих структур наиболь-
шая величина дефекта была у тестостерона-46:
Δ′ = –962.343 u⋅Å2. Следом за ним идет тестосте-
рон-20: Δ′ = –510.888 u⋅Å2 и далее дигидротестосте-
рон (Δ′ = –495.305 u⋅Å2). Наконец, наиболее плос-
кой молекулой является метриболон Δ′ =
= ‒462.194 u⋅Å2, как и было предсказано нами
выше.

Из литературных данных известно, что самым
«сильным» активатором андрогенного рецептора
является метриболон, вторым по силе является
дигидротестостерон и на третьем месте стоит те-
стостерон 20 [7, 16, 22–24].

Следует обратить внимание, что в данной ра-
боте нами детально не рассматривалось внутрен-
нее строение андрогенного рецептора и тополо-
гия его активного центра. При исследовании изо-
меров и аналогов тестостерона нам удалось
выявить некоторые особенности взаимодействия
этих биологически активных молекул с их рецеп-
тором. Следующим шагом в исследовании лиган-
дов андрогенного рецептора будет изучение ин-
гибиторов андрогеннового рецептора, расчеты
свойств этих молекул нами запланированы в сле-
дующих работах.

ВЫВОДЫ
Согласно расчетам, все изомеры тестостерона

имеют высокое сродство к аминокислотным
остаткам в активном центре андрогенного рецеп-
тора (который представляет собой полость почти
в центре глобулы).

Метильные группы являются внутренними
ограничителями стереохимических изменений
и перестроек разных изомеров тестостерона.
Несмотря на большое разнообразие изомерных
форм, самой высокой аффинностью к андроге-
новому рецептору обладает самый термодина-
мически стабильный изомер, который в настоя-
щее время применяется в медицине и других об-
ластях – 17β-гидрокси-10,13β-диметиландрост-
4-ен-3-он. 

Плоская пространственная структура тесто-
стерона и других гормонов андрогенного типа
имеет ключевое значение как для активации ан-
дрогенного рецептора, так и для высокой специ-
фичности при сборке комплекса «лиганд–ре-
цептор».
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In this work, quantum-chemical semiempirical calculations and docking have been used for the analysis of
conformational multiplicity of natural and synthetic steroids. The binding of various testosterone isomers and
analogs to the androgen receptor is simulated. A special attention is focused on the role of structural and ther-
modynamic factors in determination of the preferred testosterone isomers that likely contribute to the best
interaction of testosterone in complex with the androgen receptor. 
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Методами молекулярной механики и молекулярной динамики исследованы особенности про-
странственной организации молекулы тахикининового декапептида сиалокинина I. На основе
фрагментарного анализа определены стабильные пространственные структуры сиалокинина I, ко-
торые могут быть представлены в виде набора конформаций, характеризующихся относительно ла-
бильным N-концевым трипептидом и конформационно жестким С-концевым гептапептидом. По-
казано, что молекула сиалокинина I предпочтительно формирует практически изоэнергетичные
конформации с различными структурными типами на N-конце пептидной цепи, переходящими в
виток альфа-спирали на С-конце. Методом молекулярной динамики была смоделирована картина
внутримолекулярной подвижности стабильных конформаций молекулы сиалокинина I как в ваку-
уме, так и в окружении молекул воды. 

Ключевые слова: нейропептид, сиалокинина I, конформация, метод молекулярной механики, метод
молекулярной динамики.
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Широкий спектр биологической активности
нейропептидов объясняется их хорошей специ-
фической селективностью к различным типам
рецепторов, которая в свою очередь реализуется
благодаря конформационно-динамическим
свойствам взаимодействующих молекул. Особен-
ное сходство по структуре и взаимодействию с ре-
цепторами наблюдается между тахикининовыми
нейропептидами, основными свойствами кото-
рых являются понижение артериального давле-
ния, стимулирование сокращения гладкой му-
скулатуры и перенос болевых ощущений. В рабо-
те [1] сообщалось, что слюна комара желтой
лихорадки Aedes aegypti содержит пептид с фарма-
кологическими свойствами, типичными для та-
хикининовых нейропептидов. Этот пептид был
очищен до гомогенности; было обнаружено, что
он состоит из двух пептидов: сиалокинина I и си-
алокинина II, идентичного сиалокинину I, за ис-
ключением Asn в положении 1. Оба нейропептида
содержат по 10 аминокислотных остатков в ли-
нейной последовательности:

– Сиалокинин I: H- Asn1-Thr2-Gly3-Asp4-Lys5-
Phe6-Tyr7-Gly8-Leu9-Met10-NH2;

– Cиалокинин II: H-Asp1-Thr2-Gly3-Asp4-
Lys5-Phe6-Tyr7-Gly8-Leu9-Met10-NH2.

Было выяснено [2], что сиалокинины I и II, два
пептида, выделенные из слюнных желез комара
желтой лихорадки, Aedes aegypti, являются вазо-
дилататорами, действующими через тахикинино-
вые рецепторы. Эти пептиды присутствуют в ко-
личестве 0.62 и 0.16 пмоль соответственно на пару
слюнных желез. Как оказалось, при анализе на
подвздошной кишке морской свинки оба пепти-
да столь же активны, как и вещество Р из семей-
ства тахикининовых пептидов млекопитающих.
Известно, что сиалокинин 1 так же, как и все та-
хикинины, в той или иной мере может взаимо-
действовать с тремя различными типами тахики-
ниновых рецепторов (NK1, NK2 и NK3), но явля-
ется селективным агонистом NK1-рецепторов.
Сиалокинин I способен инициировать ответ, свя-
зываясь с тахикининовым NK1-рецептором. По-
скольку осуществление и эффективность фарма-
кологических воздействий пептидного биорегу-
лятора так или иначе связаны со структурной
комплементарностью взаимодействующих пеп-
тида и рецептора, то для выяснения механизма
биологического эффекта необходимо знание
пространственного строения и конформацион-
ных возможностей пептидного биорегулятора и
его эффективных структурных аналогов. Главной
целью настоящей работы является исследование
конформационных свойств молекулы сиалоки-
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нина I с целью определения основных структур-
ных требований, необходимых для лиганд-рецеп-
торного взаимодействия. 

МЕТОД РАСЧЕТА

Исследование пространственного строения
молекулы сиалокинина I проводили методом мо-
лекулярной механики с использованием стан-
дартной геометрии. При конформационном рас-
чете пептидов учитывали невалентные и электро-
статические взаимодействия, водородные связи и
торсионные потенциалы. Расчет проводили со-
гласно фрагментарному анализу молекулы. Ис-
пользованная в данном исследовании классифи-
кация пептидных структур и потенциальные
функции расчетной схемы полуэмпирического
конформационного анализа и их параметризация
описаны в работах [3–5]. При обсуждении ре-
зультатов расчета была использована принятая
классификация пептидных структур [6]. Конфор-
мационное состояние каждого остатка определя-
лось значениями двугранных углов ϕ, ψ и ω ос-
новной цепи и χi боковых цепей. Углы ϕ и ψ ос-
новной цепи в конформациях находятся в
низкоэнергетических областях стерической кар-
ты: R (ϕ, ψ = –180°÷0°), B (ϕ = –180°÷0°, ψ =
= 0°÷180°), L (ϕ = 0°÷180°, ψ = 0° ÷ 180°) и
P (ϕ = 0°÷180°, ψ = –180°÷0°). Введено понятие
формы остатка, которое характеризует область
(R, B, L или P) значений углов  и y. Поиск мини-
мумов потенциальной энергии осуществляли ме-
тодом сопряженных градиентов, ранее описан-
ным и примененным в работах [6–8]. Расчет ста-
бильных конформаций молекулы проводили с
помощью программы, описанной в работе [9].

Отсчет двугранных углов вращения ϕ, ψ, ω и χi
проведен согласно общепринятой номенклатуре
IUPAC-IUB [10]. 

Метод молекулярной динамики, основанный
на компьютерном решении уравнения движения
Ньютона, позволяет проследить конформацион-
ное поведение молекулы во времени. Достаточно
широкие диапазоны этого метода позволяют об-
ратиться к исследованию от небольших пептид-
ных молекул до белков, как находящихся в вакуу-
ме, так и в присутствии растворителя [11, 12]. Мо-
лекулярную динамику молекул проводили в
следующей последовательности: 1) ввод началь-
ных данных; 2) минимизация энергии; 3) нагрев
до 300 К; 4) равновесные симуляции; 5) молеку-
лярное моделирование.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Конформационное исследование сиалокини-
на I проводили в три этапа, на каждом из которых
использовали результаты предшествующего эта-
па. В свою очередь, этапы делятся на ряд последо-
вательно решаемых структурных задач. Расчетная
атомная модель молекулы сиалокинина I и схема
расчета приведены на рис. 1 и 2 соответственно.
Первый этап расчета включал рассмотрение кон-
формационных возможностей ряда дипептидных
фрагментов согласно схеме расчета. На основе
низкоэнергетических конформаций монопепти-
да Gly и двух дипептидных фрагментов Phe6-Tyr7

и Leu8-Met10NH2 были рассчитаны стабильные
конформации С-концевого пентапептидного
участка Phe6-Met10NH2, одинакового для некото-
рых тахикининов. Полученные на первом этапе

Рис. 1. Атомная расчетная модель и переменные двугранные углы молекулы сиалокинина I. 
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исследования низкоэнергетические конформа-
ции перекрывающихся пентапептидов H-Asn1-
Thr2-Gly3-Asp4-Lys5 и H-Asn1-Thr2-Gly3-Asp4-
Tyr7, которые, в свою очередь, были изучены на
основе оптимальных структур соответствующих
дипептидов, позволили последовательно рас-
смотреть конформационные возможности снача-
ла С-концевого гептапептида Asp4-Met10NH2 и,
наконец, всей молекулы сиалокинина I, декапеп-
тидамида Asn1-Met10NH2. Из аминокислотной
последовательности сиалокинина I видно, что в
С-концевой части этой молекулы сосредоточены
главным образом остатки с объемными гидро-
фобными боковыми цепями. Согласно экспери-
ментальным данным, именно гидрофобный уча-
сток молекулы, локализованный на С-конце, от-
ветственен за связывание с рецептором на
поверхности реагирующей клетки. Надо отме-
тить, что этот пентапептид считается сигнальной
последовательностью для тахикининов. Почти
все остатки, составляющие этот пентапептид, яв-
ляются носителями объемных неполярных боко-
вых цепей. Исключение составляет остаток гли-
цина, у которого нет боковой цепи.

Для уменьшения числа возможных начальных
приближений для С-концевого пентапептида
сначала были определены оптимальные конфор-
мации составляющих его дипептидных фрагмен-
тов Phe-Tyr и Leu-Met. Начальные приближения
дипептидов были составлены на основе низко-
энергетических конформационных состояний
соответствующих монопептидов. Конформаци-
онный анализ этих дипептидов выявил для каж-
дого из них набор разрешенных конформацион-
ных состояний, которые послужили основой для
выбора начальных структурных вариантов для С-
концевого пентапептида. При составлении вари-
антов для пентапептида были учтены конформа-
ционные особенности остатка Gly, отсутствие бо-
ковой цепи которого придает ему большую по-
движность в пептидной цепи. Кроме того, в
начальных вариантах пентапептида учитывали
взаимные расположения боковых цепей остатков
в пептидной цепи в зависимости от типа шейпа. 

Энергетически предпочтительной для пента-
пептида оказалась α-спиральная структура
(R2R2RR21R32), принадлежащая ffff-шейпу. Как
типичная α-спиральная структура, эта конфор-
мация стабилизируется двумя водородными свя-
зями между пептидными звеньями остатков i и i +
4 вдоль основной цепи. Спиральный виток спо-
собствует сближению N- и С-концевых участков
фрагмента, о чем свидетельствует водородная
связь NH(Met10)…CO(Phe6). При этом бензоль-
ное кольцо боковой цепи Phe6 cильно сближено с
боковыми цепями остатков Leu9 и Met10, что бла-
гоприятствует образованию эффективных взаи-
модействий между ними. 

Затем, согласно схеме расчета молекулы сиа-
локинина I, были исследованы конформацион-
ные возможности двух перекрывающихся фраг-
ментов Asn1-Lys5 и Asp4-Tyr7. Начальные струк-
турные варианты для данных фрагментов были
составлены с учетом особенностей всех восьми
возможных для тетрапептидов шейпов. Самыми
низкоэнергетическими конформациями свобод-
ного пентапептидного участка Asn1-Lys5 оказа-
лись структуры α-спирального типа. Результаты
расчетов конформаций N-концевого тетрапепти-
да свидетельствуют о заметной конформацион-
ной лабильности этого свободного фрагмента. В
последовательности следующего тетрапептидно-
го фрагмента Asp4-Lys5-Phe6-Tyr7 также имеются
противоположно заряженные остатки, как в
предыдущем тетрапептиде. Как показал расчет, и
для данного тетрапептида энергетически предпо-
чтительными оказались α-спиральные конфор-
мации. α-Спиральная конформация R1R22R2R2
стабилизируется двумя водородными связями,
образуемыми атомами пептидных звеньев. Эти
водородные связи являются характерными для
правой -спирали. Расчет конформаций тетрапеп-
тида Asp4-Tyr7 в свободном состоянии также по-
казал, что этот сегмент имеет тенденцию к фор-
мированию менее стабильных полуизгибных
форм. Исследование конформационных особен-
ностей биологически активного С-концевого
гептапептида сиалокинина I: Asp4-Ser5-Phe6-

Рис. 2. Схема фрагментарного расчета молекулы сиалокинина I. 
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Val7-Gly8-Leu9-Met10NH2 проводили на основе
стабильных конформаций перекрывающихся по
двум остаткам тетрапептида Asp4-Val7 и С-конце-
вого пентапептида Phe6- Met10NH2. При расчете
учитывали конформации С-концевого пентапеп-
тида с относительной энергией до 7.5 ккал/моль и
стабильные конформации всех восьми шейпов
тетрапептида Asp4-Val7. Для данного фрагмента
энергетически предпочтительными оказались α-
спиральные конформации. Расчет конформаций
гептапептида позволяет сделать заключение, что
этот С-концевой фрагмент сиалокинина I обла-
дает заметной конформационной ограниченно-
стью. Это подтверждается наблюдаемой суще-
ственной дифференциацией шейпов, поскольку
из 64 рассмотренных шейпов в интервал относи-
тельной энергии 0–10 ккал/моль попадают толь-
ко 12. Глобальная α-спиральная конформация
образует характерные для спирали водородные
связи между атомами кислорода карбонильной
группы и атомами водорода амидной группы пеп-
тидных звеньев: NН(Gly8)-ОС(Asp4), NH(Leu9)-
ОС(Ser5) и NН(Met10)-ОС(Phe6).

Для расчета стабильных конформаций всей
молекулы сиалокинина I были выбраны стабиль-
ные конформации гептапептида Asp4-Met10NH2,

относительная энергия которых не превышает
10 ккал/моль. В результаты расчетов энергетиче-
ски предпочтительными и многочисленными
оказались структуры, содержащие α-спираль на
С-концевом гептапептиде. Иерархия предпочти-
тельных структур спирального типа при переходе
от гептапептидного фрагмента к декапептиду со-
храняется. По-прежнему энергетически предпо-
чтительны конформации, в которых α-спираль
формируется на С-конце молекулы. В табл. 1
приведены энергетические вклады межостаточ-
ных взаимодействий в двух стабильных конфор-
мациях сиалокинина I. Сопоставление суммар-
ных энергетических вкладов ди-, три-, тетра-,
пента- и более дальних взаимодействий, образуе-
мых этими структурами, показало, что α-спи-
ральная конформация стабилизируется, как и
следовало ожидать, за счет эффективных тетра- и
пентапептидных взаимодействий, суммарный
вклад которых составляет –33.8 ккал/моль, а сум-
марный энергетический вклад ди- и трипептид-
ных взаимодействий этой структуры равен
‒21.5 ккал/моль. Вторая конформация B22R22R-
B1B32R3R1RR21R32 стабилизируется главным об-
разом за счет эффективных ди- и трипептидных,
а также тетра- и пентапептидных взаимодей-
ствий, суммарные вклады которых составляют со-
ответственно –27.0 ккал/моль и –21.8 ккал/моль.

Таблица 1. Энергетические вклады внутри- и межостаточных взаимодействий в самых низкоэнергетических
конформациях молекулы сиалокинина I

Asn1 Thr2 Gly3 Asp4 Lys5 Phe6 Tyr7 Gly8 Leu9 Met10 № остатка

I
II

1.3
3.7

–2.0
–0.5

–0.9
–2.2

–9.0
–5.0

–1.4
–1.7

–0.1
–0.1

0.1
–0.1

0.0
–1.7

0.3
–3.4

0.3
0.0 Asn1

I
II

3.3
2.6

–0.6
–1.5

–4.0
–4.5

–1.7
–0.1

–2.0
0.0

–0.1
0.1

0.0
–1.2

0.1
–0.4

0.4
0.2

Thr2

I
II

0.5
0.5

–0.9
–2.1

–1.0
–0.3

–1.9
0.0

–2.1
0.0

–0.1
–0.3

0.0
0.0

0.0
0.0

Gly3

I
II

2.2
2.6

–0.6
–1.8

–11.1
–4.3

–1.6
–3.2

–1.9
–3.7

–0.1
–1.0

–0.4
–0.5

Asp4

I
II

1.1
1.6

–0.2
–2.3

–1.0
–0.3

–1.5
–0.3

–1.9
–2.4

–0.2
–0.2

Lys5

I
II

0.0
0.0

–2.7
–0.7

–1.0
–1.0

–1.9
–1.4

–4.2
–1.5

Phe6

I
II

0.9
1.1

0.7
0.8

–1.1
–1.2

–2.6
–2.5

Tyr7

I
II

1.2
1.2

–0.7
–0.7

–0.8
–0.8

Gly8

I
II

–1.0
–1.0

–3.6
–3.6

Leu9

I
II

–2.4
–2.3

Met10

Примечание. I – Конформация R22R33RR1R22R2R2RR21R32, II – конформация B22R22RB1B32R3R1RR21R32. 
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Эта конформация, в отличие от α-спиральной
конформации, стабилизируется также эффектив-
ными окта- и нонапептидными взаимодействиями,
общий вклад которых составляет –8.6 ккал/моль.
Образование дальних взаимодействий свидетель-
ствует о наличии поворота пептидной цепи в этой
конформации. И действительно, как показал рас-
чет, в N-концевой части конформации
B22R22RB1B32R3R1RR21R32 формируются подряд
два β-загиба, о чем свидетельствуют величины
расстояний между атомами Сα остатков Asn1 и
Asp4, а также между атомами Сα остатков Asp4 и
Tyr7, которые соответственно составляют 6.5 и
6.8 Å. Тем самым эти результаты подтверждают,
что данная конформация реализует два β-загиба
на N-концевом участке пептидной цепи.

Надо отметить, что в энергетически предпо-
чтительных конформациях практически сохране-
ны все эффективные межостаточные взаимодей-
ствия, образованные в низкоэнергетических кон-
формациях соединяемых свободных фрагментов.
Так, например, в α-спиральной конформации
целой молекулы сохраняется эффективное взаи-
модействие между остатками Asn1 и Asp4

(‒9.0 ккал/моль), возникшее сначала в глобаль-
ной структуре его N-концевого тетрапептидного
фрагмента. Другое эффективное взаимодействие
между противоположно заряженными остатками
Asp4 и Lys5 (–11.1 ккал/моль) также сохраняется. 

Следует отметить, что образование низкоэнер-
гетических конформаций декапептидамида со-
провождается образованием внутримолекуляр-
ных водородных связей. Расчет показал, что в
α-спиральной конформации образуется система
регулярных водородных связей, характерных для
правой α-спирали: NH(Lys5)…CO(Asn1),
NH(Phe6)…CO(Thr2), NH(Tyr7)…CO(Lys5),
NH(Gly8)…CO(Asp4), NH(Leu9)…CO(Lys5) и
NH(Phe6)…CO(Met10). 

Конформационный анализ последовательно
наращиваемых С-концевых фрагментов молеку-
лы сиалокинина I выявил значительную преем-
ственность результатов по мере увеличения дли-
ны рассматриваемой пептидной цепи. Действи-
тельно, начиная от С-концевого пентапептида и
кончая декапептидамидом от фрагмента к фраг-
менту энергетически предпочтительными оказы-
вались α-спиральные конформации. Конформа-
ционный анализ каждого из рассматриваемых С-
концевых фрагментов выявил ограниченный на-
бор наиболее вероятных их конформаций и до-
статочно четко определил стабилизирующие эти
структуры силы. Был также проведен поиск до-
полнительных локальных минимумов для боко-
вых цепей каждого из остатков в поле стабильных
конформационных состояний молекулы. В ре-

зультате этой процедуры были определены клю-
чевые остатки, играющие существенную структу-
рообразующую роль в пространственной органи-
зации молекулы сиалокинина I. В табл. 2
приведены величины двугранных углов двух ста-
бильных конформационных состояний сиалоки-
нина I. Как видим, в результате расчетов были
определены энергетически предпочтительные
области двугранных углов, взаимное расположе-
ние остатков и выявлена тенденция к образова-
нию регулярной α-спиральной структуры в низ-
коэнергетических конформациях сиалокинина I.
Было показано, что возможность образования
развернутых структур по сравнению со свернутой
спиральной формой выше на N-конце и ниже на
С-конце этой молекулы.

Можно предположить, что молекула сиалоки-
нина I в среде, моделирующей мембрану, форми-
рует α-спиральный сегмент на участке С-конце-
вой последовательности и имеет относительно
подвижный N-конец. По-видимому, в зависимо-
сти от окружающей среды молекула сиалокинина
I может принимать ту или иную оптимальную
конформацию. Можно предположить, что α-спи-
ральный сегмент на С-конце сиалокинина I явля-
ется минимальным структурным элементом, не-
обходимым для связывания с рецептором, а
N-концевая часть этого пептида может выпол-
нять двоякую роль с одной стороны стабилизиро-
вать конформацию целой молекулы, а с другой –
обеспечивать селективность к NK1 рецептору.

Таким образом результаты исследования по-
казали, что N-концевая тетрапептидная последо-
вательность пептида является относительно по-
движным участком и способным образовывать
бета- и гамма-изгибы благодаря наличию в цепи
остатка глицина. В то же время С-концевая гепта-
пептидная часть молекулы в стабильных конфор-
мационных состояниях энергетически предпо-
чтительно формирует альфа-спиральную струк-
туру. В результате расчетов были определены
энергетически предпочтительные области вели-
чин двугранных углов и взаимное расположение
остатков в стабильных конформациях сиалоки-
нина I. Конформационный анализ последова-
тельно наращиваемых С-концевых фрагментов
молекулы сиалокинина I выявил значительную
преемственность результатов по мере увеличения
длины рассматриваемой пептидной цепи. Полу-
ченные низкоэнергетические конформации мо-
лекулы сиалокинина, входящие в интервал отно-
сительной энергии 0-10 ккал/моль, можно пред-
ставить в виде отдельных семейств конформаций,
характеризующиеся одинаковой структурой
С-концевого гептапептида. Внутри каждого се-
мейства конформации различаются структурным
типом N-концевого фрагмента, который продол-
жен относительно жестким участком последова-
тельности 5-10. На втором этапе исследования
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использовался метод молекулярной динамики,
который позволил моделировать картину внутри-
молекулярной подвижности молекулы сиалоки-
нина I. В качестве начальных приближений были
использованы 10 наиболее стабильных конфор-
мационных состояний молекулы. Молекулярно-
динамическое моделирование для молекулы сиа-
локинина I в конформации с минимальным зна-
чением полной энергии проводилось сначала в
условиях вакуума, а затем в гипотетическом куби-
ческом объеме с молекулами воды с наложенны-
ми периодическими граничными условиями.
Размер ящика с водой подбирался в соответствии
с размерами исследуемой молекулы. Далее про-
водилась релаксация молекул с учетом реального
водного окружения молекул. Для имитации вод-
ного окружения частота столкновений атомов с
молекулами воды была задана равной 50 пс–1. Ис-
ходная структура и оптимизированная структура
молекулы сиалокинина I в условиях вакуума и яв-
но заданного водного окружения представлены
на рис. 3.

Согласно результатам проведенного расчета,
молекула сиалокинина I сохраняет свернутый ха-
рактер пептидной цепи до и после оптимизации.
В стабильных конформациях водородные связи
между СО и NH-группами пептидной цепи не
разрушаются в процессе молекулярной динами-
ки, несмотря на изменения во внутримолекуляр-
ной энергии нейропептида на 10–15 ккал/моль.
Устойчивость структуры отдельных фрагментов
подтверждают также значения двугранных углов
в основной цепи молекулы. Полученные данные
позволяют заключить, что нейропептид сиалоки-
нин I содержит устойчивые элементы простран-
ственной структуры, которые могут быть от-
ветственны за формирование конформаций, не-
обходимых для связывания с рецепторами
тахикининов. Допустимые изменения величин
двугранных углов внутренного вращения при мо-
делировании MД в вакууме и водном окружении
наблюдаются и в самой предпочтительной энерге-
тически конформации молекулы. Согласно по-
лученным расчетным результатам, в течение си-
муляции в вакууме молекулярного движения в
предпочтительной конформации молекулы сиа-

Таблица 2. Величины двугранных углов (град) аминокислотных остатков декапептида сиалокинина I в
низкоэнергетических конформациях 

Остаток № 
конформации

Основная цепь Боковая цепь

ϕ ψ ω χ1 χ2 χ3 χ4 χ5

Asn1 I
II

–57
–55

–57
–59

176
177

182
179

–90
–89

–
–

–
–

–

Thr2 I
II

–85
–67

–39
–51

179
179

–59
180

–68
180

188
179

–
–

–

Gly3 I
II

–69
–165

–39
170

183
187

– – – –
–

–

Asp4 I
II

–78
–60

–34
165

181
175

–60
60

89
90

–
–

–
–

–

Lys5 I
II

–75
–63

–35
–47

180
174

180
–60

180
180

180
180

180
180

180
180

Phe6 I
II

–66
–55

–41
–53

179
176

178
–64

90
91

–
–

–
–

–

Tyr7 I
II

–78
–56

–38
–44

177
179

173
73

179
180

179
180

–
–

Gly8 I
II

–59
–63

–37
–45

182
182

–
–

–
–

–
–

–
–

Leu9 I
II

–82
–62

–62
–58

186
186

176
176

64
64

59
59

58
58

Met10 I
II

–91
–60

–52
–37

178
179

–60
–60

180
180

180
180

180
180

Примечание. I – Конформация R22R33RR1R2R2R2RR21R32 (Eотн = 0.0 ккал/моль), II – конформация
R22R22BR1R3R3R1RR21R32 (Eотн = 1.3 ккал/моль.



КОНФОРМАЦИОННЫЕ ОСОБЕННОСТИ 887

БИОФИЗИКА  том 66  № 5  2021

локинина I имеют место заметные флуктуации
остатков, главным образом, в N-концевой части
молекулы. Следует отметить, такая тенденция к
изменению конформационного состояния остат-
ка Gly3 в пределах глобальной конформации мо-
лекулы наблюдалась и в результатах теоретическо-
го конформационного анализа, т.е. были получе-
ны несколько сравнимых по стабильности
конформаций, различающихся лишь конформа-
ционным состоянием остатка Gly3. Эти результа-
ты могут быть полезны при исследовании меха-
низма действия сиалокинина I и создании новых,
более эффективных аналогов нейропептидов это-
го семейства.
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Conformational Particularities of Tachykinin-like Decapeptide Sialokinin I 
 G.A. Agaeva

Baku State University, ul Akademika Z. Khalilova 23, Baku, AZ1148 Azerbaijan

Molecular mechanics and molecular dynamics methods have been used for investigation of the spatial struc-
ture of tachykinin-like decapeptide sialokinin I. The determination of the stable structures of sialokinin I has
been performed with the fragment analysis. These structures can be described as a set of conformations which
have relatively variable N-terminal tripeptide and conformational valid C-terminal heptapeptide. It is shown
that molecules of sialokinin I represent tend to form practically isoenergetic conformations at the N-terminus
of a peptide chain which are able to convert into an alpha-helical turn at the C-terminal position. Molecular
dynamics has been used for simulation of a picture of intramolecular dynamics of stable conformations of si-
alokinin I molecule both in vacuum and with the surrounding water molecules.

Keywords: neuropeptide, sialokinin I, conformation, molecular mechanics method, molecular dynamics method
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Фактор транскрипции UxuR является репрессором ряда генов катаболизма гексуронатов. Он может
образовывать гетеродимеры со своим паралогом ExuR, что в присутствии глюкуроната ведет к ак-
тивации репрессируемых UxuR генов. Ранее методом гибкого последовательного молекулярного
докинга было предсказано, что сахара связываются с междоменными линкерами UxuR и ExuR,
влияя на взаимное расположение доменов белков. Аналогичные расчеты на моделях гетеродимера
UxuR-ExuR, соответствующих четырем точкам его молекулярно-динамической симуляции, тоже
предсказывают связывание сахаров с междоменными линкерами. Изменения в конформации белка
модулируют место и степень аффинности такого взаимодействия. Выдвигается гипотеза о появле-
нии более стабильных комплексов UxuR-ExuR-глюкуронат с повышенной аффинностью связыва-
ния с некоторыми конформациями междоменных линкеров белков. Это уменьшает число свобод-
ных мономеров, а значит, и гомодимеров UxuR в присутствии этих сахаров, и снижает репрессию
UxuR его регулона. 

Ключевые слова: гетеродимер UxuR-ExuR, регуляция транскрипции, гексуронаты, гибкий молекулярный
докинг, конформационные изменения белка.
DOI: 10.31857/S0006302921050070

Основным способом реакции прокариот на
внешние трофические стимулы является избира-
тельное модулирование транскрипционной ак-
тивности соответствующих генов. Ферменты, во-
влекаемые в метаболические пути, как правило,
организованы в опероны и находятся под общим
контролем транскрипционных факторов, зача-
стую чувствительных к компонентам контроли-
руемых метаболических путей.

Необходимость связывания с низкомолеку-
лярным лигандом, который является субстратом
либо продуктом регулируемых ферментативных
реакций, показана для многих белков-регулято-
ров транскрипции. Для некоторых транскрипци-
онных факторов механизм активации при связы-
вании с лигандом хорошо изучен и считается об-
щим в пределах как минимум семейства этих
факторов. Как правило, при взаимодействии с
лигандом индуцируются изменения в конформа-
ции белка.

Представитель GntR-семейства транскрипци-
онных факторов белок NagR из Bacillus subtilis

контролирует метаболизм N-ацетилглюкозамина
[1], который связывается с С-концевым доменом
белка, приводя к изменению конформации меж-
доменного линкера, что, в свою очередь, влияет
на ДНК-связывающие свойства NagR. При взаи-
модействии представителя ROK-семейства глю-
кокиназы SgGlkA из Streptomyces griseous с глюко-
зой [2] происходят структурные изменения в
междоменном участке С-концевого домена бел-
ка, в результате которых SgGlkA взаимодействует
с ДНК. Аналогичная схема активации регулято-
ров транскрипции наблюдается в LacI/GalR-се-
мействе, классическим представителем которого
является регулятор лактозного оперона [3]. У бел-
ков-регуляторов этого семейства функционально
важны два структурно подвижных участка. В лин-
кере между ДНК- и эффекторсвязывающими до-
менами возможно образование спирального
участка «hinge helix», необходимого для специфи-
ческого узнавания ДНК [4–7]. Между N- и С-
концевыми субдоменами С-концевого домена,
который является мишенью для связывания с мо-
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лекулами-эффекторами, также возможно образо-
вание «шарнира», что приводит к переориента-
ции N-концевого субдомена С-концевого домена
и смещению «hinge helix» и N-концевого домена в
позицию, которая способствует связыванию с
ДНК.

Таким образом, подвижные малоструктуриро-
ванные участки белка являются удобной мише-
нью для взаимодействия с молекулами-эффекто-
ра и через изменение конформации таких участ-
ков часто происходит модулирование активности
содержащих их транскрипционных факторов.

Транскрипционный репрессор UxuR и его па-
ралог ExuR (совпадение последовательности
45%) контролируют транскрипцию генов ключе-
вых ферментов пути Эшвелла, в ходе которого
гексуронаты и гексуроновые кислоты адаптиру-
ются для включения в цикл гликолиза [8–10]. Оба
этих двухдоменных белка относятся к GntR-се-
мейству транскрипционных факторов [10, 11] и
функционально активны в форме димеров.
N-концевой ДНК-связывающий домен имеет ти-
пичный wHtH-мотив [12], С-концевой эффек-
торсвязывающий димеризационный домен более
разнороден по структуре. В зависимости от струк-
туры С-домена выделяют семь подсемейств, раз-
личающихся количеством альфа-спиралей и на-
личием/количеством бета-слоев [13]. Белки UxuR
и ExuR относятся к FadR-подсемейству GntR-се-
мейства транскрипционных факторов.

Поскольку интермедиаты путей Эшвелла и
Энтнера–Дудорова могут влиять на взаимодей-
ствие UxuR с ДНК [14], методом молекулярного
докинга была изучена возможность образования
комплексов мономерных форм этих белков с раз-
личными сахарами [15]. Были предсказаны места
взаимодействия лигандов (сахаров, молекул-эф-
фекторов) с белками, найдены два участка на мо-
лекуле UxuR и один – на ExuR. Оба белка связы-
вали лиганды на поверхности междоменного
линкера, причем общая область связывания за-
нимала участок больший, чем необходим для свя-
зывания одного лиганда, а значения аффинности
лигандов не предполагали явной предпочтитель-
ности какого-либо лиганда перед другими. Вто-
рой сайт взаимодействия UxuR с лигандом (наи-
более вероятные кандидаты – D-фруктуронат,
D-галактуронат и D-глюкуронат) располагался
между альфа-спиралями С-концевого домена
[16]. Аналогичные результаты по взаимодей-
ствию UxuR с лигандами были получены для ди-
мерной формы белка [17]. Как и в случае мономе-
ра белка, наблюдались два места связывания ли-
гандов. Один располагался на поверхности,
формируемой междоменными линкерами димера
и, частично, первой альфа-спиралью N-концево-
го домена, второй – в кармане внутри С-концево-
го домена. Второй сайт в димерной форме белка,

так же как и в мономерной, был доступен D-фрук-
туронату, D-галактуронату и D-глюкуронату.
Предполагается, что проникновение лигандов
внутрь С-концевого домена белка провоцирует
реорганизацию расположения альфа-спиралей
домена и, как следствие, влияет на ориентацию
междоменного линкера и ориентацию N-конце-
вого домена относительно С-концевого.

В присутствии глюкуроната UxuR и ExuR спо-
собны образовывать гетеродимер [16], в результа-
те чего происходит активация репрессируемых
UxuR генов. Таким образом, ExuR может счи-
таться фактором, снимающим в присутствии
глюкуроната репрессорный эффект белка UxuR,
что объясняет запуск бактериями процесса ути-
лизации гексуронатов при их наличии в среде.
Неясно, однако, какие структурные факторы де-
лают более предпочтительным образование ком-
плекса «UxuR–ExuR–гексуронат(глюкуронат)»,
чем комплексов гомодимерных форм этих белков
с сахарами. Одним из путей исследования этого
вопроса является построение модели гетеродиме-
ра в комплексе с различными лигандами и срав-
нение этих моделей с ранее полученными дан-
ными.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Использовавшиеся в работе модели молекул са-
харов. В работе были использованы модели саха-
ров альфа-D-глюкозы, D-фруктуроната, D-га-
лактуроната, D-глюконата и D-глюкуроната.
3D-модели сахаров получены из PubChem DB и
подготовлены для моделирования с помощью
программы OpenBabel (v. 2.2.3) [18]. Также были
использованы фосфорилированные производ-
ные глюкозы (альфа-D-глюкозо-6-фосфат) и
фруктозы (фруктозо-6-фосфат и фруктозо-1,6-
бисфосфат). 3D-модели этих сахаров получены
из PubChem или ChemSpider и подготовлены для
моделирования с помощью пакета программ Avo-
gadro (v. 1.2.0.) [19].

Реконструкция димераUxuR. Реконструкция
трехмерной структуры димера UxuR осуществле-
на с использованием аминокислотной последо-
вательности UxuR Escherichia coli K-12 MG1655
(T00007 KEGG K13637) [14], а димера ExuR – с
использованием аминокислотной последова-
тельности UxuR Escherichia coli K-12 MG1655
(T00007 KEGG K19775) [10]. Поиск модели и ре-
конструкцию белка проводили с помощью он-
лайн-ресурса SWISS-MODEL [20]. За основу был
взят белок GntR из Streptococcus agalactiae (PDB
6az6) [21] с совпадением по последовательности
27.9% для UxuR и ExuR.

Реконструкция гетеродимера UxuR и ExuR на
основе полученной в SWISS-MODEL модели
проведена с использованием пакета программ
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Swiss-PdbViewer (v. 4.1.0) [22]. Полученная струк-
тура проведена через молекулярно-динамиче-
скую симуляцию для изучения позиционной ва-
риабельности атомов в белке и выбора структур
для докинга. Для этого использовали пакет про-
грамм OpenMMZephyr (v. 2.0.3) [23]. Симуляцию
проводили при температуре 310.15 K в силовом
поле Amber96 и среде «accurate water» в течение
100 нс. В качестве мишеней для докинга исполь-
зовали структурные модели белка, соответствую-
щие 50-й (далее 50 нс), 60-й (далее 60 нс), 90-й
(далее 90 нс) и 100-й наносекунде (далее 100 нс)
молекулярно-динамической траектории, что поз-
воляло сравнить изменения структуры как на от-
носительно коротком (10 нс), так и на более про-
должительном (50 нс) периоде времени.

Гибкий молекулярный докинг. Гибкий молеку-
лярный докинг осуществляли с использованием
программного ресурса Autodock VINA package
[24]. Все потенциально подвижные связи в струк-
туре каждого лиганда сохраняли гибкими. Для
каждого лиганда были определены места предпо-
чтительного связывания и рассчитаны значения
ΔG (аффинность; чем больше изменение G, тем
выше аффинность). Методом последовательного
докинга определена заселенность каждой выяв-
ленной поверхности взаимодействия с лиганда-
ми. Для этого производилась серия последова-
тельных расчетов, в каждом из которых учитыва-
лись результаты предыдущих раундов докинга,
при этом лиганды с самой большой аффинно-
стью последовательно добавлялись к мишени и
полученные комплексы использовались в следу-
ющем раунде докинга. Для каждого углевода про-
водили по десять последовательных итераций.

Для визуализации результатов докинга использо-
вали AutoDockToolsPython Molecular viewer
(v. 1.5.6) [25].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Структура гетеродимера UxuR-ExuR. В соответ-

ствии с общим планом организации транскрипци-
онных факторов семейства GntR входящие в со-
став гетеродимера мономеры UxuR и ExuR были
смоделированы как двухдоменные белки с ДНК-
связывающими N-концевыми доменами, димери-
зационными/эффекторсвязывающими С-конце-
выми доменами и слабоструктурированными
линкерами между доменами. Для проверки ста-
бильности полученной структуры и изучения по-
зиционной вариабельности атомов в белке гетеро-
димер UxuR-ExuR был проведен через молеку-
лярно-динамическую симуляцию с продол-
жительностью траектории 100 нс (рис. 1).

N-концевой домен ExuR (Met1-Glu59) форми-
ровал три альфа-спирали, соответствующие мо-
тиву wHtH. Заметной вариабельности структуры
не наблюдалось, альфа-спирали были стабильны
с редкими и временными смещениями на один
аминокислотный остаток в какую-либо сторону.
Для модели, соответствующей 90 нс, на участке
Glu2-Glu5 однократно формировалась структура,
подобная бета-слою. N-концевой домен UxuR
(Met1-Lys60) организован аналогичным образом,
альфа-спирали также оставались достаточно ста-
бильны. В неструктурированных участках домена
могли временно формироваться структуры, по-
добные бета-слою (Thr25-Tyr285 на структуре, со-
ответствующей 50 нс).

Рис. 1. Структура гетеродимера UxuR-ExuR, полученная на 100-й наносекунде молекулярно-динамической симуля-
ции. Светло-серым цветом выделен мономер ExuR, темно-серым цветом – мономер UxuR. Структура гетеродимера
представлена в двух проекциях, развернутых на 90° относительно друг друга, N-конец белка внизу. 
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С-концевой домен белков UxuR и ExuR сфор-
мирован семью альфа-спиралями, что соответ-
ствует структурам гомологичных белков подсе-
мейства FadR. В ExuR С-концевой домен вклю-
чал в себя аминокислотные остатки с Pro94 по
Ser258. Формирующие этот домен альфа-спирали
и их взаимная конфигурация сохраняли стабиль-
ность на всех рассмотренных точках молекуляр-
но-динамической траектории за исключением
незначительных смещений на один-три амино-
кислотных остатка или незначительных времен-
ных деформаций альфа-спиралей. В неструкту-
рированных участках могли возникать структу-
ры, подобные бета-слою (Gln115-Thr117 – в
структуре, соответствующей траектории 50 нс;
Gln141-Asp143 и Phe226-Glu228 – в структуре, со-
ответствующей траектории 60 нс; Ser140-Thr142 –
в структуре, соответствующей траектории 100 нс).
С-концевой домен UxuR сформирован амино-
кислотными остатками с Pro95 по Ala257. Анало-
гично ExuR, образующие этот домен UxuR аль-
фа-спирали и их взаимная ориентация остава-
лись стабильны с незначительными вариациями
размещения и низкой степенью деформации
структуры. Небольшие подобные бета-слоям
участки временно возникали в неструктуриро-
ванных участках домена (Ser138-Ala140, Asn177-
Pro179 в структуре, соответствующей траектории
50 нс; Lys228-Leu231 в структуре, соответствую-
щей траектории 90 нс; Asp253-Ala257 в структуре,
соответствующей траектории 100 нс).

Междоменные линкеры в обеих белках (Gly60-
Gly93 в ExuR и Gly61-Gly94 в UxuR) оставались
слабоструктурированными во всех рассмотрен-
ных точках молекулярно-динамической траекто-
рии. В них могло происходить формирование ко-
ротких временных участков, похожих на бета-
слой (Ile70-Val72 в структуре, соответствующей
траектории 50 нс и Val62-Arg65 в структуре, соот-
ветствующей траектории 90 нс для ExuR; Val63-
Arg66 и Val63-Val 65 на структуре, соответствую-
щей 50-й и 100-й наносекунде траектории для
UxuR). В целом линкеры располагались доста-
точно компактно, приближая N-концевой домен
белка к поверхности С-концевого домена так, что
расположенные в линкерах аминокислотные
остатки могли взаимодействовать с аминокис-
лотными остатками белка N- и С-концевых доме-
нов. Формирование области контакта между
С-концевыми доменами белков осуществлялось
за счет взаимодействий первой и четвертой аль-
фа-спиралей С-концевых доменов обеих белков
(Pro94-Thr114 и Ser157-Arg170 – для ExuR, Pro95-
Gln374 и Ser162-Ser171 – для UxuR). Таким обра-
зом, структура гетеродимера оставалась стабиль-
ной на протяжении всей траектории молекуляр-
но-динамической симуляции (рис. 2).

Структура комплекса гетеродимера UxuR-ExuR
с сахарами. Изучение распределения по поверх-

ности гетеродимера предсказываемых мест взаи-
модействия с сахарами показало, что поверх-
ность, формируемая междоменными линкерами
белков, предпочтительнее других мест связыва-
ния. Большинство рассмотренных сахаров при
последовательном докинге формировали струк-
туры, подобные тяжам, расположенным вдоль
междоменных линкеров и прилегающих к ним
участков, в прочих местах (преимущественно в
пространстве между С-концевыми доменами)
лиганды располагались редко (рис. 3).

Так, D-галактуронат, D-фруктуронат и альфа-
D-глюкоза во всех четырех структурах формиро-
вали тяжи на линкерах белка. D-глюкуронат фор-
мировал тяж в структурах с траекториями 60, 90 и
100 нс, тогда как в структуре 50 нс половина ли-
гандов располагалась в пространстве между С-
концевыми доменами. В отличие от трех сахаров,
D-глюконат только в структуре 90 нс формировал
отчетливый тяж. На остальных структурах с лин-
керами взаимодействовало около половины ли-
гандов, остальные распределялись по поверхно-
сти белка.

К сожалению, вариабельность значений аф-
финности, полученных в результате расчетов, в
подавляющем большинстве случаев не позволяет
уверенно говорить о специфичности взаимодей-
ствия лиганда с поверхностью белка. В норме
диапазон изменения значений аффинности в
пределах одного раунда докинга (разница между
максимальным и минимальным значением аф-
финности в одном раунде докинга) не превышал
0.5 ккал/мол. Однако в ряде случаев диапазон из-
менения значений аффинности был больше этого
значения (табл. 1).

Таким образом, четыре сахара могут демон-
стрировать некоторую специфичность к участку
взаимодействия на поверхности белка. Три из
них (D-глюкуронат и D-галактуронат и в мень-
шей степени D-фруктуронат) предпочтительно
связываются именно с междоменными линкера-
ми белков. Область связывания D-глюконата де-
локализована и охватывает дополнительно участ-
ки на поверхности С-концевых доменов. Высо-
кое значение аффинности для альфа-D-глюкозы
(1 ккал/мол для третьей итерации в структуре с
временем моделирования 90 нс) связано по всей
видимости с конфигурацией лигандов, получен-
ных на первых двух итерациях докинга, рядом с
которыми располагался лиганд третьей итерации.

Рассмотрение индивидуальных комплексов
гетеродимера с молекулой сахара позволяет опре-
делить аминокислотные остатки, вовлеченные в
такое взаимодействие. В UxuR такими остатками
могут быть Gln8, Arg9, Gln12, Arg 19, Lys60, Arg67,
Glu64, Arg66, Asp75, Asn76, Ser79, Gln80, Asn81,
Asp83, Glu166, Arg169 и Ser171; в ExuR – Glu57,
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Glu63, Arg65, Lys66, Asn75, Arg78, Gln80, Glu88,
Asn107, Gln145, Glu164, Arg170, Ser171 и Asn173.

Таким образом, предсказанное взаимодей-
ствие гетеродимера UxuR-ExuR с молекулами са-
харов происходило преимущественно на поверх-
ности, формируемой междоменными линкерами
и пространственно прилегающими к ним поверх-
ностями первой и четвертой альфа-спиралей бел-
ков. Кроме этого, имело место взаимодействие
сахаров с некоторыми межспиральными неструк-
турированными участками С-концевых доменов
обеих белков. Тем не менее линкерный участок
между доменами в большей степени вовлечен во

взаимодействие с сахарами, чем любая другая по-
верхность белка. По всей видимости, взаимодей-
ствие сахаров именно с этой областью будет ока-
зывать влияние на структуру гетеродимера UxuR-
ExuR. 

Структура комплекса гетеродимера UxuR-ExuR
с фосфорилированными производными сахаров.
Помимо сахаров было изучено взаимодействие с
гетеродимером некоторых фосфорилированных
производных этих сахаров. Альфа-D-глюкозо-6-
фосфат, фруктозо-6-фосфат и фруктозо-1,6-бис-
фосфат являются компонентами практически

Рис. 2. Наложение структур гетеродимера UxuR-ExuR, полученных на 50-й, 60-й, 90-й и 100-й наносекундах
молекулярно-динамической симуляции. Светло-серый цвет соответствует структуре 50 нс, темно-серый – 100 нс,
промежуточные варианты – 60 нс и 90 нс соответственно. (а), (б) – Структуры гетеродимера в двух проекциях,
развернутых на 90° относительно друг друга, N-конец белка находится слева; (в) – структура линкера, вид со стороны
С-концевого домена; (г) – структуры линкера, вид с боковой стороны белка, соответствует линкеру на рис. (б).
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Рис. 3. Распределение по поверхности гетеродимера UxuR-ExuR (структура с траекторией 100 нс) моделей D-глюко-
ната (а), D-глюкуроната (б) и D-галактуроната (в). 

Таблица 1. Распределение итераций последовательного докинга лигандов сахаров на моделях гетеродимера,
полученных в результате молекулярно-динамической симуляции, с повышенным диапазоном изменения
значений аффинности (>0.5 ккал/мол) 

50 нс 60 нс 90 нс 100 нс

Альфа-D-глюкоза 3 (1 ккал/мол)

D-глюконат 1 (0.8 ккал/мол)
8 (0.9 ккал/мол) 4 (0.6 ккал/мол) 8 (0.6 ккал/мол) 3 (0.7 ккал/мол)

6 (0.7 ккал/мол)

D-глюкуронат 1 (0.7 ккал/мол)

2 (0.8 ккал/мол)
5 (0.6 ккал/мол)
6 (0.7 ккал/мол)
10 (0.9 ккал/мол)

4 (0.7ккал/мол)
8 (0.7 ккал/мол)

2 (0.7 ккал/мол)
4 (0.6 ккал/мол)
7 (0.8 ккал/мол)
8 (0.7 ккал/мол)

D-галактуронат 1 (0.8 ккал/мол)
2 (0.9 ккал/мол)

1 (0.6 ккал/мол)
7 (0.6 ккал/мол)

5 (0.6 ккал/мол)
6 (0.7 ккал/мол)
9 (0.8 ккал/мол)

4 (0.6 ккал/мол)
9 (0.6 ккал/мол)

D-фруктуронат 9 (0.6 ккал/мол)
10 (0.9 ккал/мол) 4 (0.7 ккал/мол)

4 (0.8 ккал/мол)
9 (0.6 ккал/мол)
10 (0.7 ккал/мол)

Примечание. В скобках указан диапазон изменения значений аффинности для приведенных номеров итераций докинга.
Курсивом обозначены итерации со связыванием лиганда с UxuR, прямым шрифтом – с ExuR. Темно-серым цветом отмечены
итерации с размещением лиганда на С-концевом домене, кроме 1-й и 4-й альфа-спиралей; светло-серым – между
С-концевыми доменами; без окраски – на линкере и на 1-й и 4-й альфа-спиралях C-концевого домена.
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Рис. 4. Распределение лигандов D-глюконата (а), D-глюкуроната (б) и D-галактуроната (в) на моделях гетеродимера,
полученное в результате молекулярно-динамической симуляции. Ориентация белка соответствует представленной на
рис. 3. 

всех ферментативных циклов в клетке и также
могут взаимодействовать с поверхностью белка.

Распределение этих трех фосфорилированных
производных сахаров по поверхности гетероди-
мера в целом воспроизводит распределение саха-
ров. Наиболее предпочтительной оставалась
поверхность, формируемая междоменными лин-
керами белков. Однако распределялись фосфо-
рилированные производные более разреженно, и
бóльшая их часть взаимодействовала с другими
участками белковой поверхности, в основном с
С-концевым доменом (рис. 5). Вариабельность
значений аффинности в большинстве случаев
также не превышала 0.5 ккал/мол, но, как и в слу-
чае с сахарами, в некоторых итерациях докинга
для каждого фософрилированного производного
значения аффинности позволяют предполагать
несколько большую специфичность связывания
лигандов для определенных участков поверхно-
сти белка.

Несмотря на то что фосфорилированные про-
изводные сахаров, так же как и сами сахара, в ос-
новном связываются с областью междоменных
линкеров и прилегающими областями на С-кон-
цевых доменах гетеродимера, их молекулы рас-
пределены более диффузно. Молекулы альфа-D-
глюкоза-6-фосфата (157 Å2), фруктозы-6-фосфа-
та (165 Å2) и фруктозы-1,6-бисфосфата (203 Å2)
несколько крупнее, чем молекулы рассмотрен-
ных ранее сахаров (D-галактоуронат (127 Å2),
D-глюкуронат (138 Å2), D-фруктуронат (127 Å2),
альфа-D-глюкоза (110 Å2)), что может затруднять
их адаптацию к относительно подвижной поверх-
ности линкеров (рис. 6). Взаимодействие фосфо-
рилированных производных сахаров происходит
с теми же аминокислотными остатками в белках,
что и при взаимодействии с простыми сахарами.
Таким образом, фософрилированные производ-
ные сахаров сохраняют способность взаимодей-
ствовать с областью междоменных линкеров и
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Таблица 2. Распределение итераций последовательного докинга лигандов фосфорилированных производных са-
харов на моделях гетеродимера, полученных в результате молекулярно-динамической симуляции, с повышен-
ным диапазоном изменения значений аффинности (>0.5 ккал/мол) 

 50 нс 60 нс 90 нс 100 нс

Альфа-D-глюкоза-6 
фосфат

1 (0.6 ккал/мол)
9 (0.7 ккал/мол)

3 (0.6 ккал/мол)
7 (0.7 ккал/мол)
8 (0.8 ккал/мол)

1 (0.6 ккал/мол)
3 (0.6 ккал/мол)
4 (0.8 ккал/мол)

10 (0.6 ккал/мол)

2 (0.8 ккал/мол)
6 (0.6 ккал/мол)
9 (0.7 ккал/мол)
10 (0.7 ккал/мол)

Фруктозо-6-фосфат

1 (0.8 ккал/мол)
2 (0.8 ккал/мол)
4 (0.9 ккал/мол)
7 (0.6 ккал/мол)

2 (0.8 ккал/мол)
6 (1 ккал/мол)

7 (0.6 ккал/мол)
8 (0.6 ккал/мол)
9 (0.8 ккал/мол)

4 (0.8 ккал/мол)
8 (0.8 ккал/мол)

1 (0.7 ккал/мол)
5 (0.7 ккал/мол)
7 (0.7 ккал/мол)
9 (0.7 ккал/мол)

Фруктозо-1,6-
бисфосфат

8 (0.6 ккал/мол)
9 (0.7 ккал/мол)

1 (0.6 ккал/мол)
3 (0.6 ккал/мол)
8 (0.9 ккал/мол)
9 (0.7 ккал/мол)

Примечание. В скобках указан диапазон изменения значений аффинности для приведенных итераций докинга. Курсивом
обозначены итерации со связыванием лиганда с UxuR, прямым шрифтом – с ExuR. Светло-серым цветом отмечены итерации
с размещением лиганда между С-концевыми доменами; без окраски – на линкере и на 1-й и 4-й альфа-спиралях C-концевого
домена.

прилегающих областей на поверхности белков и,
тем самым, влиять на гетеродимер UxuR-ExuR.

ОБСУЖДЕНИЕ
Как ранее было показано, взаимодействие раз-

личных сахаров с димером UxuR и мономерами
UxuR и ExuR происходит примерно с одной и той
же областью на поверхности белка, включающей
в себя линкер и прилегающие альфа-спирали С-
концевого домена, и с невысокой аффинностью,
слабо варьирующей от сахара к сахару [17]. Кроме
того, D-фруктуронат, D-галактуронат и D-глю-
куронат способны взаимодействовать с «карма-
ном» на С-концевом домене UxuR, влияя тем са-
мым на укладку альфа-спиралей в домене и,
посредством этого, на конформацию междомен-
ного линкера и ориентацию N-концевого домена
относительно С-концевого домена и ДНК-ми-
шени.

В исследуемом в данной работе комплексе ге-
теродимера с лигандами складывается в целом
схожая ситуация. Основной мишенью для всех
лигандов оказываются междоменные линкеры
белков. Взаимодействие с «карманом» в С-конце-
вом домене UxuR не происходит, что предполага-
ет отсутствие у гетеродимера UxuR-ExuR способ-
ности регулировать транскрипцию с генов-ми-
шеней UxuR. Аффинность взаимодействия
гетеродимера к лигандам остается в основном не-

высокой и варьируется незначительно. Однако в
случае некоторых сахаров (D-глюкуроната, D-га-
лактоуроната и, в меньшей степени, D-фруктуро-
ната) значения аффинности, полученные в ите-
рациях докинга, имеют более высокие значения.
Молекулы D-глюконата распределены по по-
верхности белка более диффузно, а в случае
D-глюкозы специфичность взаимодействия не-
высока. Для фосфорилированных производных
сахаров наблюдается аналогичная D-глюконату
модель взаимодействия.

Междоменные линкеры, как правило, являют-
ся неструктурированными и лабильными участ-
ками белковой цепи. Несмотря на определенное
постоянство их структуры, она достаточно по-
движна, чтобы провоцировать изменение распре-
деления по нему лигандов (при докинге в струк-
турах 50 нс, 60 нс, 90 нс и 100 нс). Аффинность са-
харов при этом также варьируется. Исходя из
степени их вовлеченности во взаимодействие с
несколькими лигандами (рис. 4 и 6), междомен-
ные линкеры представляют собой некий ин-
терфейс, несводимый к простому набору состав-
ляющих его аминокислотных остатков. Вариа-
тивность мест взаимодействия лигандов и
вариативность аффинности такого взаимодей-
ствия предполагает, что чем выше количество ли-
ганда, тем выше шанс для него «встретиться» с
линкерами, находящимися в «нужной» конфор-
мации.
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Таким образом, модель регуляции транскрип-
ции генов, находящихся под контролем белка
UxuR, можно дополнить следующим образом.
При наличии в среде глюкуроната он связывается
с гетеродимером UxuR-ExuR. Различия в кон-
формациях подвижных линкеров белков могут
приводить к формированию комплексов с раз-
личной стабильностью, определяемой местом

связывания лиганда на линкере и аффинностью
такого связывания. Некоторые комплексы могут
быть более стабильными за счет того, что поверх-
ность, формируемая белковыми линкерами, бу-
дет в конфигурации, пригодной для более специ-
фичного взаимодействия с глюкуронатом, что
может привести к дополнительной фиксации
линкеров относительно доменов белков и фикса-

Рис. 5. Распределение по поверхности гетеродимера UxuR-ExuR (100 нс) моделей альфа-D-глюкозы (а), фруктозо-6-фосфата
(б) и фруктозо-1-6-бисфосфата (в). 
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ции доменов относительно друг друга. В результа-
те более стабильные комплексы гетеродимеров
UxuR-ExuR с глюкуронатом будут накапливать-
ся, а количество мономеров UxuR, способных
формировать гомодимер, будет уменьшаться, что
снизит репрессию регулона UxuR.

Возможно, D-галактуронат будет взаимодей-
ствовать с гетеродимером UxuR-ExuR похожим
образом, с проявлением аналогичного влияния
на активность UxuR как транскрипционного
фактора. В пользу этого свидетельствует сходство
предсказываемых для него комплексов с гетеро-
димером с комплексами гетеродимера с D-глю-
куронатом. Вариабельность интерфейса на лин-
кере позволяет предположить концентрационно-
зависимый от глюкуроната характер регуляции
транскрипционной активности генов регулона

UxuR. Вероятность зафиксировать короткоживу-
щую «нужную» конформацию линкера, которая
необходима для образования стабильного ком-
плекса с лигандом (или с несколькими молекула-
ми лиганда), выше при относительно высоком
количестве лиганда в среде (D-глюкуроната и,
возможно, D-галактуроната). Мы предполагаем,
что таким образом может осуществляться баланс
между репрессией генов ферментов пути Эшвел-
ла и количеством субстрата в среде.
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Рис. 6. Распределение лигандов альфа-D-глюкозы (а), фруктозо-6-фосфата (б) и фруктозо-1,6-бисфосфата (в) на моделях
гетеродимера, полученных в результате молекулярно-динамической симуляции. Ориентация белка соответствует
представленной на рис. 5. 
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Modeling the Interaction of the UxuR-ExuR Heterodimer with the Components 
of the Metabolic Pathway for Hexuronate Utilization in Escherichia coli

 Y.A. Purtov*, **, S.V. Tishchenko*, and A.D. Nikulin*

* Institute of Protein Research, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 4, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia 

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

The UxuR transcription factor is a repressor for a number of genes of the hexuronate catabolism. This protein
can form heterodimers with its paralogous ExuR protein, leading to activation of repressed UxuR genes in the
presence of glucuronate. Previously, when sequential molecular docking was done with the f lexible receptor,
it was predicted that sugars bind to the interdomain linkers UxuR and ExuR, affecting the mutual arrange-
ment of the protein domains. Similar calculations for the models of the UxuR-ExuR heterodimer, corre-
sponding to four points of its molecular dynamics simulation, also predict the binding of sugars to interdo-
main linkers. Changes in protein conformation modulate the location and degree of affinity of this interac-
tion. A new hypothesis argues that UxuR-ExuR-glucuronate complexes become more stable with increased
binding affinity to some conformations of protein interdomain linkers. This may lead to a decrease in the
number of free monomers and, therefore, UxuR homodimers in the presence of these sugars, and relieves the
UxuR-mediated repression of its regulon.

Keywords: UxuR-ExuR heterodimer, transcription regulation, hexuronates, flexible molecular docking, protein
conformational changes
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Обзор посвящен методам исследований сверхслабых свечений биологических объектов, причем
кроме современных методов, направленных на исследования в видимом, ближнем инфракрасном и
ближнем ультрафиолетовом диапазонах, значительное внимание уделено анализу методологии ис-
следований компоненты, относящейся к среднему ультрафиолетовому диапазону (в ранних работах
называемой митогенетическим излучением). Исследования митогенетического излучения прово-
дились в 1923–1948 гг. и остаются частично спорными. Многие полученные результаты, революци-
онные для того времени, уже подтверждены, а научная проблематика остальных представляет зна-
чительный интерес (например, фундаментальные результаты, касающиеся деления клеток и канце-
рогенеза, ранняя онкодиагностика), поэтому анализ их методологии актуален для дальнейшей
экспериментальной проверки этих исследований. В первой из трех частей обзора рассмотрены об-
щие вопросы – история исследований и развития методов, классификация и свойства сверхслабых
свечений, прикладное и фундаментальное значение исследований (вторая и третья части обзора по-
священы соответственно биологическим и физическим методам исследований). 

Ключевые слова: сверхслабое свечение биологических объектов, хемилюминесценция, свободнорадикаль-
ная биология, митогенетическое излучение, регистрация сверхслабых излучений в оптическом диапазо-
не, биофотоника.
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1.1. ИСТОРИЯ ИССЛЕДОВАНИЙ 
СВЕРХСЛАБОГО СВЕЧЕНИЯ

1.1.1. Исследования сверхслабого свечения в
среднем ультрафиолетовом диапазоне (1922
1948 гг.). Сверхслабое свечение (ССС) биологи-
ческих объектов было открыто выдающимся рос-
сийским биологом-гистологом А.Г. Гурвичем в
1923 г. [1] в результате цикла работ по выявлению
факторов, регулирующих развитие организма и, в
частности, распределение клеточных делений в

тканях. Предположив, что помимо собственно
«готовности клетки» к делению необходимо так-
же появление внешнего триггера, автор обратил-
ся к поиску и идентификации таких триггеров и,
после серии предварительных работ, обнаружил
ультрафиолетовую (УФ) компоненту ССС, назва-
ную им митогенетическим излучением1 (МГИ)
[3, 4]. В последующие 25 лет явление ССС актив-

Л.В. Белоусов

Сокpащения: ССС – сверхслабое свечение, МГИ – митоге-
нетическое излучение, УФ – ультрафиолетовый, ФЭУ –
фотоэлектронные умножители, ИК – инфракрасный

1 Термин «митогенетическое излучение» сам А.Г. Гурвич
впоследствии признавал неудачным, поскольку он не
охватывал масштабов феномена и биологические свойства
излучения не ограничивались стимуляцией митозов (см.
работу [2]). В литературе 1920–1940-х гг. использовались
также термины «лучи Гурвича», «митотические лучи».
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но исследовалось, но только в УФ-области, по-
скольку в качестве детекторов применялись вы-
сокочувствительные к УФ-излучению биологи-
ческие объекты (корни лука, дрожжи, бактерии –
см. рис. 1), а с начала 1930-х гг. – модифициро-
ванные счетчики Гейгера-Мюллера с УФ-чув-
ствительными фотокатодами.

Работы велись в десятках лабораторий мира, в
этой области работало более 100 исследователей в
СССР [6], США [7] и Европе [8–10]. Феномену
было посвящено более тысячи работ: часть – под-
тверждающих и развивающих концепцию [11, 12],
часть – критических [13, 14], включая публика-
ции в самых высокорейтинговых журналах [10,
15–22]. Многие ключевые эксперименты были
выполнены выдающимися учеными того време-
ни – Д. Габором [8], Р. Одюбером [23],
Г.М. Франком [24–32], в том числе совместно с
Ю.Б. Харитоном [33]. Комплексные исследова-
ния физических свойств ССС в Физико-техниче-
ском институте инициировал и курировал акаде-
мик А.Ф. Иоффе [32, 33]. В рамках направления
сформировалось несколько научных школ, среди
которых масштабом проводимых исследований
выделялась школа А.Г. Гурвича (см. монографии
[2, 6, 34–37], а также сборники работ [38, 39]).
А.Г. Гурвич был награжден за цикл работ по ми-
тогенетическому излучению Сталинской преми-
ей и одиннадцать раз номинирован на Нобелев-
скую премию [40].

В первые годы после открытия УФ-ССС в ка-
честве биологических детекторов использовали
лук [1, 8–10], затем его сменили дрожжевые и
бактериальные детекторы [6, 11, 41] (подробно об
этом будет рассказано в части II обзора). Были
предложены методы биологического детектиро-
вания УФ-ССС, не связанные с характеризацией
митотического режима, но они не получили рас-
пространения, например метод, основанный на
изменении проницаемости биологических мем-
бран (об этом судили по динамике окрашивания
раствора пигментом лепестков цветов) [42]. В на-
стоящее время, когда высокая чувствительность
биорецепции хорошо известна2, сам факт ис-
пользования биологических объектов для детек-
тирования физических или химических факторов
не вызывает таких сомнений, как в начале про-
шлого века. Недоверие к биологическим детекто-
рам укрепляли и отрицательные результаты по-
пыток физической регистрации МГИ – с исполь-
зованием фотографических пластинок [46−48] и
фотоэлектрических камер [33,49]. Поэтому, когда
с 30-х годов XX века начались исследования ССС
с помощью модифицированных счетчиков Гейге-
ра-Мюллера с УФ-чувствительными фотокатода-

2 Биологические тест-системы типа Allium-тест применяют-
ся уже много десятилетий, в настоящее время активно раз-
рабатываются биогибридные сенсоры [43–45].

ми [25, 50–53] (подробно об этом будет рассказа-
но в части III обзора), несмотря на то что их чув-
ствительность была ниже, чем у биологических
детекторов, они сыграли значительную роль в
развитии направления. Это были первые физиче-
ские приборы, которые подтвердили существова-
ние ССС биообъектов, а также хемилюминес-
центную природу его излучения на примере мо-
дельных химических систем, в том числе так
называемое вторичное ССС (см ниже раздел «На-
именования и типы ССС»). Кроме того, с помо-
щью счетчиков был подтвержден целый ряд вы-
водов, сделанных исключительно на основании
экспериментов с биологическими детекторами,
например, о существовании/отсутствии УФ-ССС
конкретных биообъектов. С помощью счетчиков
Гейгера-Мюллера были также выполнены пер-
вые оценки интенсивности УФ-ССС биообъек-
тов (10–1000 квантов ⋅ см–2 ⋅ с–1), оценены интен-
сивность и квантовый выход хемилюминесцен-
ции в модельных химических системах,
обнаружена УФ-хемилюминесценция целого ря-
да химических систем [23, 54–56]. Следует отме-
тить, что в первой половине 30-х годов XX века,
пока первые исследования ССС шли одновре-
менно с разработкой конструкций и методов ка-
либровки газоразрядных счетчиков, число пози-
тивных работ было примерно равно количеству
негативных3. Затем были разработаны достаточ-
но хорошие конструкции и воспроизводимые ме-
тодики, и после 1935 г. негативных эксперимен-
тов по регистрации ССС модифицированными
газоразрядными счетчиками, насколько нам из-

3 В работах того же периода с биологическими детекторами
негативные экспериментальные работы составили менее
3% от общего количества.

Рис. 1. Схема эксперимента по регистрации митоге-
нетического излучения по его влиянию на деление
клеток меристемы лука [5].
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вестно, не было4, только положительные (см. ра-
боты [52, 56] и др.). После обширной серии работ
Р. Одюбера [23, 57–73] существование УФ-хеми-
люминесценции как биологических объектов,
так и модельных химических систем было окон-
чательно признано ведущими мировыми учены-
ми, специалистами по хемилюминесценции
С.И. Вавиловым, П. Принсгеймом, Р.Г.В. Нор-
ришем5 [74].

В «митогенетический» период исследований
ССС (1923–1948 гг.) было продемонстрировано
излучение различных тканей, культур микроорга-
низмов, крови, мочи и слюны здоровых людей и
животных, а также модельных химических/био-
химических систем. На основании эксперимен-
тальных данных были развиты теоретические
представления, что источником энергии спон-
танного ССС, а также вторичного излучения, воз-
никающего под его воздействием, являются цеп-
ные химические реакции с участием свободных
радикалов [35, 75–79]. Вывод о хемилюминес-
центном механизме генерации МГИ в 1930-х гг.
был подкреплен совпадением спектров излуче-
ния биологических объектов и ряда модельных
химических систем, в основном ферментативных
[80–82]6. При этом было показано, что энергия,
выделившаяся при химической реакции, не все-
гда высвечивается непосредственно ее продукта-
ми, а может передаваться некоторым другим ве-
ществам, которые впоследствии излучают ССС с
собственным характерным спектром [22, 76].

В 30–40-х годах XX века были проведены
оценки интенсивности ССС в области среднего

4 Эксперименты с модифицированными счетчиками Гейге-
ра–Мюллера, описанные в негативной работе А. Холлан-
дера и В.Д. Клауса в 1937 г., были выполнены в 1935 г. [13].

5 «…эмиссия ультрафиолета как при многочисленных хими-
ческих реакциях, так и при биологических процессах
окончательно установлена обычными физическими мето-
дами. …Длины волн, установленные Одюбером, принадле-
жат к той же спектральной области, к которой относятся и
спектры, определенные в лаборатории Гурвича…»
(C.И. Вавилов), «я был в числе тех, кому проф. Одюбер
продемонстрировал свои эксперименты более детально.
Полагаю, что не может быть никаких сомнений в реально-
сти наблюдаемого феномена» (Р.Г.В. Норриш) [74].

6 Спектры деградационного излучения, т.е. излучения, воз-
никающего под влиянием физических или химических
стрессов, существенно отличались от спектров спонтанно-
го излучения тех же биообъектов и модельных фермента-
тивных систем в «митогенетическом» диапазоне, более то-
го, деградационное излучение было обнаружено у всех ис-
следованных биологических объектов, в том числе тех, у
которых без стрессового воздействия излучения не наблю-
далось. Это привело к гипотезе о том, что в основе деграда-
ционного излучения лежит отличающийся механизм, и
кванты, высвечиваемые при стрессовых воздействиях, ге-
нерируются при релаксации некоторых предварительно
присутствовавших в системе электронно-возбужденных
состояний (близкий теоретический подход к проблеме был
развит Э. Бауэром [83], впоследствии – А. Сент-Дьердьи
[84]).

ультрафиолета [25, 26, 32, 50, 85–87], развит ме-
тод спектрального анализа с помощью биологи-
ческих детекторов [88–100], исследованы спек-
тры митогенетического излучения разнообраз-
ных биообъектов и химических систем, в том
числе в динамике (отклик нервной системы на
различные раздражения, мышечная активность и
др.) [89, 96, 99–106], выполнены первые попытки
2D-картирования ССС [107]. В этот период были
показаны широкие возможности практического
применения ССС в биологии и медицине [35]. В
частности, масштабные исследования митогене-
тического излучения крови позволили обнару-
жить универсальный онкомаркер крови
пептидной природы, тушащий УФ-хемилюми-
несценцию [36, 108]. Методика ранней онкодиа-
гностики, основанная на детектировании этого
вещества с помощью дрожжевых детекторов, бы-
ла подтверждена клиническими результатами
(чувствительность и специфичность >95%) [109–
113]. Во второй половине 40-х годов XX века, ко-
гда методика онкодиагностики была уже разрабо-
тана, большая часть работ в этом направлении
проводилась не в лаборатории Гурвича в ВИЭМ,
а в медицинских организациях, в том числе кли-
нических.

В США и Европе исследования МГИ практи-
чески полностью прекратились с началом Второй
мировой войны и после нее уже не возобновля-
лись. Это было обусловлено общим спадом науч-
ной активности, не относящейся с военным раз-
работкам, прекращением деятельности ряда ве-
дущих специалистов (например, Л.К. Вольфа),
эмиграцией ряда ученых немецкой школы, а так-
же рядом резко критических статей. Следует от-
метить, что большинство аргументов критики то-
го времени к настоящему времени устарели, как
например, невозможность люминесценции, про-
тиворечащей закону Стокса [114]. Вместе с тем
были и объективные причины, связанные с труд-
ностями детектирования ССС методами того вре-
мени (см. части II и III обзора). После войны на
Западе тема стала ассоциироваться с «лженаукой,
царящей в СССР», в известной речи Нобелевско-
го лауреата И. Ленгмюра о «патологической нау-
ке» (1953 г.) [115] митогенетические лучи мельком
были упомянуты среди «лженаучных» направле-
ний7. По иронии судьбы почти в это же время в
СССР А.Г. Гурвича и его коллег обвинили в по-

7 Следует отметить, что несколько других приведенных в
этой речи примеров «лженаучных» феноменов, требующих
для регистрации достаточно высокой чувствительности
приборов, к настоящему времени убедительно подтвер-
ждены, как например магнитострикционный и фотомеха-
нический эффекты. Более того, из ошибки И. Ленгмюра,
допущенной им в речи, можно предположить, что он не
читал оригинальных работ о митогенетическом излучении,
а был знаком с феноменом только по популярным статьям,
в которых эта ошибка перепечатывалась десятилетиями.
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собничестве буржуазной науке (вместе с генети-
ками) – в 1948 г. А.Г. Гурвич был отстранен от ру-
ководства научным коллективом, и работы в этом
направлении практически полностью прекрати-
лись. В дальнейшем попытки выделить в ССС
биообъектов и биохимических процессов компо-
ненту, относящуюся к среднему УФ-диапазону,
предпринимались крайне редко [116–120]. Эти
эксперименты с использованием фотоэлектрон-
ных умножителей (ФЭУ) подтвердили результаты
ранних авторов – само существование слабой
УФ-хемилюминесценции [6, 32, 121], появление
ее в определенной фазе роста культур микроорга-
низмов (линейной и позже – в стационарном со-
стоянии), оценки интенсивности и спектрально-
го диапазона [120, 122], но не расширили карди-
нальным образом уже известные сведения об УФ-
ССС. Истории и результатам исследований мито-
генетического излучения в 1923–1948 гг. посвя-
щен ряд обзоров [123–126].

1.1.2. Исследования ССС в видимом, ближнем
ультрафиолетовом и ближнем инфракрасном диа-
пазонах. С середины 1950-х гг. для исследований
ССС стали использоваться фотоэлектронные
умножители, что подняло научные работы на ка-
чественно новый уровень. По сравнению со сред-
ним УФ-диапазоном, в котором проводились ис-
следования «митогенетического» периода, в ви-
димом диапазоне ФЭУ имели гораздо более
высокое соотношение сигнал/шум, поскольку
там были выше одновременно и интенсивность
ССС, и прозрачность биологических сред, и чув-
ствительность используемых фотокатодов. В со-
ответствии со спектральной чувствительностью
ФЭУ исследования часто захватывали кроме ви-
димого диапазона прилегающие к нему полосы
ближнего УФ- и ближнего инфракрасного (ИК)
диапазонов, и практически все исследования
ССС с середины 50-х гг. XX века и по настоящее
время сосредоточены на диапазоне 370–1270 нм
(см. обзоры [127–131]).

В этом диапазоне были обнаружены те же ти-
пы ССС биообъектов, которые наблюдались ра-
нее в «митогенетический» период в среднем УФ-
диапазоне: спонтанное излучение, не связанное с
внешними воздействиями [132–134], стрессовое
излучение [135–140], длительное (в отличие от
обычной флуоресценции и фосфоресценции) по-
слесвечение после облучения светом [135, 141,
142].

Исследования ССС с помощью ФЭУ начались
с растительных объектов. В пионерской работе
Б.Л. Стрелера и В. Арнольда [143] было обнару-
жено длительное, в течение нескольких минут,
послесвечение зеленых водорослей и высших
растений. Феноменологически аналогичное све-
чение было затем обнаружено в растворах и мо-
дельных системах, содержащих хлорофилл и кис-

лород. Развитие этих исследований привело к
экспериментальному обнаружению фосфорес-
ценции синглетного кислорода в химических и
биологических системах (см. работы [142, 144–
150], а также обзор [151]).

В дальнейшем было продемонстрировано
спонтанное и фотоиндуцированное излучение
как различных растительных [132, 152], так и жи-
вотных объектов [133]; было показано, что прак-
тически все биологические системы являются ис-
точником ССС (см обзоры [129, 153, 154]).

В истории исследований ССС клеток и тканей
животных, а также модельных химических систем
можно выделить «советский период» с 1958 по
1975 гг. В это время значительный вклад внесли
группы под руководством Б.Н. Тарусова [128, 133,
155–157], Ю.А. Владимирова [127, 132, 135, 158–
178], А.И. Журавлева [179–182], Р.Ф. Васильева и
В.Я. Шляпинтоха [183–190], С.В. Конева [117,
118, 191–193], А.А. Гурвич [116, 119, 194–197]. Ис-
следования в основном проводились на ФЭУ с
охлаждением жидким азотом.

Исследования ССС печени живой мыши по-
казали, что после облучения животного гамма-
лучами интенсивность свечения увеличивалась в
несколько раз; подобное явление наблюдалось и
на экстрактах липидов печени [155]. На основа-
нии динамики ССС гомогенатов и ткани печени
[162], а также изолированных митохондрий [161,
163, 164] под действием различных химических и
физических факторов были исследованы меха-
низмы окисления липидов, т.е. процессов, явля-
ющихся основным источником ССС живых орга-
низмов. В этот период были развиты схемы ис-
следований ССС в динамике с добавлением к
исследуемым системам инициаторов, активато-
ров и тушителей, заложены методологические ос-
новы интерпретации данных ССС.

Огромную роль в изучении механизмов гене-
рации ССС сыграли работы групп Р.Ф. Васильева
[186–190, 198–205] и В.Я. Шляпинтоха [206–
209], детально исследовавших механизмы пере-
кисного окисления в растворах углеводородов. В
обширной серии исследований на собственно-
ручно сконструированных уникальных фоточув-
ствительных установках авторы сумели проде-
монстрировать характерные времена [184, 202,
203], квантовые выходы [187, 198] и даже спектры
[188, 199, 204] ССС различных модельных систем.
При этом если вначале основные усилия были на-
правлены на исследование суммарной интенсив-
ности ССС без пространственного и временного
разрешения, в относительных единицах, то к се-
редине 1960-х гг. фокус исследований сместился
на спектры ССС (в том числе в абсолютных еди-
ницах) с использованием сменных светофиль-
тров [210] и высокоапертурных монохроматоров
[199]. Эти данные позволили авторам охарактери-
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зовать молекулы-эмиттеры и их возбужденные
состояния и построить ныне общепризнанную
схему процессов свободно-радикального цепного
перекисного окисления углеводородов (см. обзор
[211]), распространенную впоследствии на жир-
ные кислоты и липиды [127, 172] (см. рис. 2).

Применение в исследованиях многоканаль-
ных анализаторов позволило накапливать сигнал
в течение многих циклов измерений и увеличить
временное разрешение кривых динамики ССС, а
также их точность. Это привело к активному ис-
следованию динамики инициации, активации и
тушения хемилюминесцентных реакций, лежа-
щих в основе ССС биообъектов. Показанные в
«митогенетический» период возможности хеми-
люминесцентного детектирования следовых ко-
личеств веществ в биологических средах были
подтверждены и получили практическое разви-
тие. Справедливость теоретических предположе-
ний 1930–1940-х гг., объяснявших ССС цепными
химическими процессами с участием свободных
радикалов [35, 75–79], была подтверждена в отно-
шении ССС видимого и ближнего УФ- и ИК-
диапазонов (370–1270 нм) (см. обзоры [127, 129,
172]). Были выявлены и исследованы основные
механизмы ССС, каскады соответствующих ре-
акций детально описаны в учебной литературе
[153].

В 1971 г. из двух лабораторий появились неза-
висимые сообщения о ферментативной и нефер-
ментативной хемилюминесценции в микросомах
печени [212, 213]. В период между 1977 и 1983 гг. в
этой области была выполнена большая серия на-
учных работ, главным образом в лаборатории
Б. Чанса (США) [214–216]. Важным этапом стали

работы Р. Аллена, открывшего сверхслабое све-
чение стимулированных бактериями лейкоцитов
крови человека [217, 218] и предложившего люми-
нол в качестве активатора хемилюминесценции
макрофагов [219].

Приведенные исследования привели к появ-
лению значительной области – свободноради-
кальной биологии [127, 216, 220]. Исследования
роли свободных радикалов в нормальной физио-
логии и в развитии различных патологических
процессов резко активизировались после откры-
тия супероксиддисмутазы [221–223] и продолжа-
ются до сих пор, причем одним из основных ин-
струментов свободнорадикальной биологии яв-
ляются именно исследования ССС биообъектов и
модельных биохимических систем. Была уста-
новлена роль активных форм кислорода в разви-
тии свободнорадикальных процессов (см моно-
графии [224–226], важное значение оксидатив-
ного (окислительного) стресса8 [229]. Методы
исследования ССС позволяют определить окси-
дативный  стресс на ранних стадиях развития за-
болеваний, еще не проявившихся визуально [230,
231], охарактеризовать редокс-статус биообъекта,
обнаружить протекание свободнорадикальных
процессов, которые не могут быть детектированы

8 Оксидативный стресс – «патологическое состояние, свя-
занное с избыточной продукцией свободных радикалов и
их биохимически активных метаболитов, превышающего
возможности защиты антиоксидантной системы и ведущее
к деструктивным последствиям для клетки и организма»
[227]. Согласно определению, данному в PubMed, «оксида-
тивный стресс – это нарушение баланса про- и антиокси-
дантов в пользу первых, которое может привести к повре-
ждению и развитию патологических процессов» (см. также
развернутое определение в работе [228]).

Рис. 2. Схема цепного перекисного окисления липидов с неразветвленными цепями (а) и с разветвленными цепями
(б) (согласно работе [170]).
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другими методами. Существенным преимуще-
ством этого подхода является то, что исследова-
ния ССС обычно не связаны с изменением хода
процессов в исследуемых растворах, клетках или
тканях и обеспечивают высокую чувствитель-
ность при обнаружении высокореакционных ра-
дикалов.

Впоследствии разработка фотокатодов, имею-
щих более низкие термоэмиссионные шумы, из-
менение конструкции ФЭУ и совершенствование
обработки сигнала позволили детектировать ССС
без охлаждения ФЭУ [232], что значительно упро-
стило технику экспериментов и способствовало
внедрению методов исследования ССС на прак-
тике [233, 234]. В 1980-х гг. разработка высокочув-
ствительных приборов, позволяющих регистри-
ровать 2D-изображения в режиме счета фотонов,
открыла возможности получать изображения
ССС [235]; наиболее активные исследования в
этом направлении были развернуты в Японии
под руководством Х. Инаба и впоследствии
М. Кобаяши [137, 236–241, 242–248]. Основными
вехами в технике исследований ССС с простран-
ственным разрешением стали появление микро-
канальных пластин и электронно-оптических
преобразователей, а затем CCD-камер [239, 243,
245, 249–251], эти устройства нашли также при-
менение в полихроматических спектральных ис-
следованиях (см. часть III настоящего обзора)
[236, 252–254].

Значительное внимание к тематике ССС в
1980–90-х гг. привлекли работы Ф.А. Поппа с со-
авторами, в первую очередь гипотеза об особен-
ных квантовых свойствах ССС биообъектов: ано-
мально высокой когерентности, так называемом
сжатом квантовом состоянии и пр. [255–258].
Авторы развивали это направление, пользуясь из-
мерениями не столько собственного ССС био-
объектов, сколько их фотоиндуцированной
люминесценции [256]. Гипотеза не получила до-
статочно убедительного экспериментального
подтверждения [131, 259, 260], но привела к зна-
чительному развитию методов исследования вре-
менных рядов ССС. Для исследования шумовых
компонент применялись различные методы циф-
рового анализа первичных данных ССС, полу-
ченных на ФЭУ (автокорреляционный, мульти-
фрактальный, Фурье- и вейвлет-анализ и др.)
[261–263].

К настоящему времени продемонстрированы
широкие возможности применения методов ис-
следования ССС в медицине (см., например, мо-
нографии об исследованиях ССС опухолевых
клеток и крови в процессе канцерогенеза [264,
265], обзор методов оценки функциональной ак-
тивности моноцитов и нейтрофилов [266]), в
сельском хозяйстве [267–270], пищевой про-

мышленности [271] и других прикладных направ-
лениях.

1.2. ТИПЫ И ФИЗИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
СВЕРХСЛАБОГО СВЕЧЕНИЯ

1.2.1. Наименования и типы сверхслабого свече-
ния. К сверхслабым относят обычно излучения с
интенсивностью ~ 103 квантов ⋅ см–2 ⋅ с–1 и менее,
термин сверхслабое свечение (ultraweak lumines-
cence) был предложен в работе [132]. ССС
биообъектов получило довольно много синони-
мичных наименований – сверхслабое излучение,
сверхслабая хемилюминесценция биообъектов,
сверхслабая биохемилюминесценция, сверхсла-
бая биолюминесценция, биофотоны (последнее,
как правило, используется только в популярной
литературе) (ultra-weak photon emission, autolumi-
nescence, weak luminescence, biophotons/biophoton
emission, low-level chemiluminescence, ultra-weak
light emission, ultra-weak bioluminescence, ul-
traweak emission, ultraweak bioluminescence, self-
bioluminescent emission). Три основных типа
ССС, обнаруженные при экспериментах с УФ-
компонентой в 1920-30-х гг., зачастую получали
новые названия при переоткрытии аналогичных
явлений в оптическом, ближнем УФ- и ИК-диа-
пазонах в 50-х и 60- х годах прошлого века:

– спонтанное излучение, не связанное с внеш-
ними воздействиями [132–134] (в ранних работах
называлось также «первичное» [6]9 );

– стрессовое излучение, возникающее под
действием физических или химических факторов
[135, 137–140] (в ранних работах – «деградацион-
ное» [272–275], см. также сноску6);

– длительное (в отличие от обычной флуорес-
ценции и фосфоресценции) послесвечение после
облучения светом, т.е. фотоиндуцированная хе-
милюминесценция [135, 141, 142] (в ранних рабо-
тах – «вторичное» излучение [276, 277], см. также
соответствующие главы в монографиях [6, 37], и
«последующее» свечение [278]).

1.2.2. Классификация сверхслабого свечения по
спектральным особенностям. Исследования ССС в
среднем УФ-диапазоне активно проводились
только в «митогенетический» период исследова-
ний – были выделены несколько основных спек-
тров, большинство остальных представляло со-
бой их сочетания. Наиболее распространенным
был так называемый гликолитический спектр,
который наблюдался при реакции расщепления
глюкозы и был обусловлен высвечиванием выде-

9 Следует отметить, что спонтанным ССС в видимом диапа-
зоне обладают все живые биологические объекты, а УФ-
компонента спонтанного ССС по данным ранних авторов
наблюдалась только у некоторых, например у раковых опу-
холей, донца луковицы.
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ляющейся энергии целыми молекулами глюкозы
(см. часть II настоящего обзора). Теоретические
представления о механизмах генерации излуче-
ния биообъектами в области среднего УФ-диапа-
зона не были существенно развиты после конца
40-х годов XX века. Напротив, процессы генера-
ции более длинноволнового ССС (370–1270 нм)
детально исследованы, установлено, с релаксаци-
ей каких возбужденных состояний связано ССС в
различных спектральных областях, какие хими-
ческие реакции являются источником энергии
ССС, причем предложенные в 1930-40-х гг. гипо-
тезы о свободнорадикальном механизме и цеп-
ном характере обусловливающих ССС реакций
подтвердились для излучения видимого диапазо-
на и прилегающих к нему областей ближнего ИК-
и УФ-диапазонов (см. таблицу). ССС в этих диа-
пазонах связано с окислением различных биомо-
лекул – липидов, белков, ДНК. Наибольшую ин-
тенсивность ССС дают реакции цепного свобод-
норадикального окисления липидов.

1.2.3. Интенсивность сверхслабого свечения. Ин-
тенсивность эндогенного ССС биологических объ-
ектов в видимой области и прилегающих к ней по-
лосах ближнего УФ- и ИК-диапазонов находится в
диапазоне от 10 до 103 квантов ⋅ см–2 ⋅ с–1. Прижиз-
ненно обнаженные органы излучают обычно поряд-
ка нескольких десятков квантов ⋅ см–2 ⋅ с–1, сыво-
ротка и плазма крови – порядка 102 квантов ·
⋅ см–2 ⋅ с–1, у экстрагированных свободных
липидов и жиров излучение интенсивнее из-
за отсутствия естественных антиоксидантов –
примерно до 103 квантов ⋅ см–2 ⋅ с–1 [133, 291].

При патологиях интенсивность ССС суще-
ственно меняется, поскольку практически любые
патологические состояния сопровождаются ок-
сидативным стрессом, одним из наиболее ярких
примеров являются злокачественные новообра-
зования [238, 249, 265].

Как правило, интенсивность ССС биообъек-
тов в среднем УФ-диапазоне оценивали ниже,
чем в видимом, ближнем УФ- и ИК-диапазонах,
что связано как с более низкой интенсивностью
самого излучения, так и его более низким
пропусканием биологическими тканями.

1.2.4. Временные характеристики сверхслабого
свечения. Поскольку ССС видимого диапазона и
ближнего УФ- и ИК-диапазонов связано с мета-
болическими процессами, неудивительно, что
интенсивность ССС живых организмов, как и
физиологическая активность, имеет суточную
ритмичность (см., например работу [246]). В ССС
среднего УФ-диапазона тоже были продемон-
стрированы характерные биологические ритмы
интенсивности излучения, например, суточные
колебания излучения крови [293], сезонная пери-
одичность излучения корней лука [294]. Наблю-
далась и зависимость от жизненных циклов – ста-
дий развития организма или культур микроорга-
низмов, например куриные эмбрионы излучали
только на третьи-четвертые сутки [292], дрожже-
вые культуры – в фазе линейного роста [11].

Было показано, что спонтанное ССС биологи-
ческих образцов состоит из отдельных вспышек
длительностью не более 10–3 с [295, 296]. Этот же
вывод сделан в 1930-е гг. в работах по «фракцио-
нированию МГИ» [6] (см. работу [125]).

Когерентность ССС до настоящего времени
вызывает активную дискуссию и остается спор-
ной (см. работы [131, 259, 297, 298]), в данном об-
зоре этот вопрос не рассматривается.

1.3. ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ
НА ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЮ

В простейшем случае интенсивность свечения
при хемилюминесцентной реакции (Ich) зависит
от трех параметров – скорости реакции (υch), ве-
роятности образования продукта в электронно-
возбужденном состоянии (квантового выхода

Спектральные диапазоны некоторых электронно-возбужденных состояний, обусловливающих сверхслабое
свечение в ближнем УФ-, видимом и ближнем ИК-диапазонах 

Молекулы Электронно-возбужденные 
состояния Длины волн, нм Литература

Карбонилы Триплетные 350–550 [279, 280] 

Меланин Синглетные 360–560 [281, 282] 

Хлорофилл Синглетные 670–740 [283, 284] 

Хлорофилл Триплетные 870–1000 [285] 

Кислород димолярный Синглетные 634, 703 [286, 287] 

Кислород мономолярный Синглетные 688, 762, 1067, 1270 [288–290]
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возбуждения, ηexc) и вероятности излучательной
релаксации при переходе из электронно-возбуж-
денного в основное состояние (квантового выхо-
да люминесценции, ηlum) [232]:

Ich ~ υch⋅ηexc⋅ηlum.

На хемилюминесценцию оказывает влияние
целый ряд химических и физических факторов.

Вещества, усиливающие хемилюминесценцию:
Инициаторы – вещества, добавление которых

в систему приводит к образованию свободных ра-
дикалов, например, перекиси и другие сильные
окислители, а также ионы металлов переменной
валентности (Fe, Co), которые служат донорами
электронов.

Катализаторы – вещества, усиливающие хе-
милюминесценцию за счет увеличения скорости
химических реакций (при этом сами они в про-
цессе реакции не расходуются).

Активаторы – вещества, которые обеспечива-
ют более эффективное преобразование энергии,
выделяющейся в химической реакции, в излуча-
тельную энергию. Вещества-активаторы подраз-
деляют на химические и физические [299]10. Хи-
мические активаторы вступают с активными ве-
ществами, такими как перекиси, органические
радикалы, активные формы кислорода, в химиче-
ские реакции. В ходе этих реакций образуются
электронно-возбужденные состояния, релакса-
ция которых сопровождается более интенсивным
свечением. Классическими примерами химиче-
ских активаторов являются люминол и люциге-
нин. Физические активаторы (сенсибилизаторы)
не влияют на ход химических реакций и увеличи-
вают интенсивность люминесценции за счет фи-
зического процесса переноса (миграции) энергии
с электронно-возбужденного продукта реакции
на молекулу активатора, которая обладает более
высоким квантовым выходом люминесценции
(примером физического активатора может слу-
жить кумарин C-525). Активаторы позволяют
увеличить интенсивность свечения на три-пять
порядков.

Вещества, ослабляющие хемилюминесценцию:
Ингибиторы – химически активные вещества,

тормозящие реакцию, сопровождающуюся хеми-
люминесценцией, например антиоксиданты –
вещества, снижающие количество свободных ра-
дикалов.

Разбавители – не участвующие в химической
реакции вещества, инертные молекулы которых

10 Встречается и другая терминология: активаторами назы-
вают только физические активаторы [187] – следует отме-
тить, что в этой статье термин введен впервые [291], при
этом химические активаторы – называют зондами [291].

пространственно разделяют реагенты, что приво-
дит к замедлению реакции и снижению хемилю-
минесценции.

Тушители – антагонисты активаторов – веще-
ства, которые перехватывают энергию, выделив-
шуюся при химической реакции, и высвечивают
ее с более низким квантовым выходом, например
витамин А.

Светофильтры11 – вещества, поглощающие
ССС, они не влияют на сами химические процессы.

Кроме того, есть биологические факторы, влия-
ющие на ССС биообъектов: триггеры – физиоло-
гические агенты, запускающие процессы с проте-
канием хемилюминесцентных реакций, и стиму-
ляторы – антигены, на которые фагоциты
реагируют образованием свободных радикалов.

Среди физических факторов, усиливающих
хемилюминесценцию, следует отметить нагрева-
ние, которое повышает скорости химических ре-
акций или же может выступать в роли инициато-
ра за счет термического разложения веществ с об-
разованием свободных радикалов, а также
воздействие излучений, приводящее к образова-
нию свободных радикалов.

1.4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ. ИССЛЕДОВАНИЕ 
СВЕРХСЛАБОГО СВЕЧЕНИЯ КАК МЕТОД 

ХАРАКТЕРИЗАЦИИ БИОЛОГИЧЕСКИХ 
ОБЪЕКТОВ: ДОСТОИНСТВА, 

НЕДОСТАТКИ, ФУНДАМЕНТАЛЬНОЕ 
И ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ

Исследование ССС как метод характеризации
биологических объектов обладает важными до-
стоинствами. Это неинвазивный метод (если не
использовать специальные флуоресцентные мет-
ки), высокочувствительный, позволяющий полу-
чить информацию, недоступную другими метода-
ми (в первую очередь о процессах, связанных со
свободными радикалами, активными формами
кислорода, в частности исследования ССС явля-
ются основным экспериментальным инструмен-
том свободнорадикальной биологии).

Исследования ССС являются непрямым мето-
дом характеризации объекта. Реабсорбция света,
миграция энергии, сложность состава биологиче-
ских систем (гетерогенность, множество парал-
лельно протекающих процессов, от которых за-
висит ССС, целый ряд различных каскадов реак-
ций, обуславливающих свечение), а также
чувствительность к сторонним факторам затруд-

11В старой терминологии их называли гасителями. В частно-
сти, прекращение МГИ крови при многих заболеваниях
было объяснено гасителями, являющимися продуктами
патологического обмена, например, кетоновыми телами
при диабете [35].
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НАУМОВА и др.

няют интерпретацию регистрируемого сигнала
ССС.

В настоящее время исследования ССС в диа-
пазоне 370–1270 нм приобретают все более прак-
тическую направленность: методики, основан-
ные на анализе хемилюминесценции биообъек-
тов, находят применения в медицинской
практике [300, 301], фундаментальных биомеди-
цинских исследованиях [302–304], пищевой про-
мышленности, сельском хозяйстве [271] и других
областях. Вместе с тем продолжаются фундамен-
тальные исследования самого явления ССС в
контексте как метаболических процессов [305],
так и квантовых механизмов [306].

Значимость методов исследования ССС связа-
на в первую очередь с тем, что это излучение обу-
словлено свободными радикалами, которые иг-
рают очень важную роль как в патологическом,
так и в нормальном физиологическом метаболиз-
ме – в частности, в процессах пролиферации кле-
ток, обеспечения их выживаемости, в провоспа-
лительном ответе и реакции на повреждение
ДНК.

Применение исследований ССС в качестве
метода неинвазивной диагностики предлагается в
разных областях медицины (см. обзоры [307, 308],
а также диссертацию [309]), например, в офталь-
мологии [310], эндокринологии [311], но особен-
но широко – в области кожных заболеваний, свя-
занных с оксидативным стрессом [312–318], и в
онкологии [265, 319–321]. Раковые опухоли отли-
чаются более интенсивным ССС12, чем нормаль-
ные ткани [238, 249, 265, 328], например, по оцен-
кам, выполненным с экспериментальным раком
мыши – в 1.5–4.7 раза [238], причем интенсив-
ность излучения коррелирует с размером опухоли
[329]. Одной из причин более интенсивного ССС
является более активный метаболизм раковых
клеток [249], другой – пониженная концентра-
ция ферментов, элиминирующих активные фор-
мы кислорода (супероксиддисмутазы, каталазы и
др.), по сравнению с нормальными тканями [330].

В сельском хозяйстве исследования интенсив-
ности и спектра ССС перспективны для оценки
всхожести и показателей роста семян [331, 332],
реакции растений на патогены [333], гербициды
[334], влияние неблагоприятных факторов – за-
сухи [335], солевого стресса [336] и др. Для пище-
вой промышленности перспективно использова-
ние ССС для экспресс-скрининга качества про-
дуктов (см, например, установку, предложенную
в работе [337]), показана корреляция ССС c каче-

ством различных продуктов – яиц [338], томатов
[339] и др. [340], для фармацевтики продемон-
стрирована возможность оценки свежести и дру-
гих качеств растительного сырья для лекарствен-
ных препаратов [341, 342]; см. также обзор [271].

Исследования ССС в видимом, ближнем УФ-
и ИК-диапазонах помогают оценить состояние
биологических систем, их адаптационные воз-
можности и нарушения физиологического режи-
ма (часто для этого исследуют стрессовое ССС,
например в работах [268–270]).

В отличие от успешно развивающихся иссле-
дований в видимом, ближнем УФ- и ИК-диапа-
зонах современное состояние работ в области
ССС биологических объектов в среднем УФ-диа-
пазоне является крайне неудовлетворительным.
Насколько нам известно, за последние две дека-
ды не было публикаций, посвященных экспери-
ментальным исследованиям этого феномена
физическими методами13. Это в первую очередь
связано с распространенным негативным отно-
шением к тематике, которое сложилось в
основном из-за отсутствия доступа к оригиналь-
ной литературе и благодаря частным мнениям ря-
да влиятельных авторов, принимаемым на веру
(например, [13, 46, 114, 115, 344, 345]). Само суще-
ствование УФ-ССС в области 190–280 нм и био-
логический эффект, на котором было основано
его детектирование (митогенетический эффект,
т.е. изменение митотического режима биологиче-
ского объекта под действием сверхслабого УФ-
излучения), вопреки сложившемуся мнению, на
самом деле не были убедительно опровергнуты
ни экспериментально, ни теоретически и не про-
тиворечат никаким фактическим данным. Вместе
с тем сомнительное отношение к масштабным
результатам первых 25 лет исследований ССС,
которые получили в 1920–30-х гг. достаточное
признание научной общественности и вошли в
учебники и справочники, отчасти оправдано не-

12 Следует отметить, что исследователи митогенетического
излучения также отмечали, что опухоли являются наибо-
лее активными излучателями [8, 35, 322–327].

1 3Наиболее «современные» физические исследования ССС
биологических объектов, в которых была выделена ультра-
фиолетовая компонента, были выполнены почти 30 лет
назад [120, 122]. Хотя приведенные в них данные о средней
интенсивности и спектральном диапазоне вполне согласу-
ются с известными по архивной литературе, они не могут
служить их убедительным подтверждением из-за слишком
широкого доверительного интервала (50%), приведенного
на графиках (выбор такого широкого интервала был свя-
зан, вероятно, со значительными шумами). Имеется зна-
чительное количество публикаций по регистрации ССС
различных биологических объектов с помощью широко-
полосных ФЭУ в диапазоне, охватывающем область от
200 нм, но без выделения УФ-компоненты. Кроме того, в
течение последних двадцати лет были единичные публика-
ции по регистрации хемилюминесценции чисто химиче-
ских систем в диапазоне, частично охватывающем средний
УФ (в работе [343], например, – от 250 нм).
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достаточной доказательностью на современном
уровне именно старых биологических методик
детектирования14 (см часть II настоящего обзо-
ра). Вместе с тем следует отметить, что многие не-
ординарные для того времени научные выводы,
сделанные в «митогенетический период» с ис-
пользованием этих методик, были убедительно
подтверждены спустя десятилетия (существова-
ние пептидных онкомаркеров крови, свободно-
радикальные механизмы сверхслабого свечения
биологических объектов, роль цепных процессов,
оценка интенсивности ССС, объяснение низкого
квантового выхода хемилюминесценции в живых
системах и др.). Все это вызывает значительный
интерес к тем результатам, которые были получе-
ны в тех же авторитетных научных коллективах, с
использованием тех же экспериментальных мето-
дов, но в дальнейшем не были ни опровергнуты,
ни подтверждены, хотя по научной проблематике
остаются высокоактуальными до настоящего вре-
мени (например, фундаментальные результаты,
касающиеся деления клеток и канцерогенеза, он-
кодиагностика). В связи с этим, в данном обзоре
критическому анализу методов, которыми они
были получены, уделено значительное внимание
(см часть II настоящего обзора), несмотря на то,
что в настоящее время само применение биоло-
гических детекторов для исследования физиче-
ских свойств ССС представляется неактуальным.

В связи с важностью затрагиваемых вопросов
и достаточным развитием техники детектирова-
ния в среднем УФ-диапазоне, в ближайшее время
можно ожидать ревизии результатов первых
25 лет исследований ССС, которые фактически
остаются вычеркнуты из истории этого научного
направления. Мы считаем необходимыми их экс-
периментальную проверку и современное объяс-
нение.

Для обзора был использован уникальный
архив научных публикаций, собранный
А.Г. Гурвичем, его женой Л.Д. Гурвич, дочерью
А.А. Гурвич и внуком Л.В. Белоусовым, за что ав-
торы выражают благодарность их наследникам.
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14 Особенно неубедительными они выглядят в более позд-
них популярных изложениях, которые, как правило, осно-
ваны не на оригинальной литературе, а на ее «пересказах»
из старых обзоров, обычно неоправданно категоричных и
односторонних.
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The review is devoted to the methods used for studying ultraweak photon emission from biological objects.
In addition to modern methods used for the study in visible, near-infrared and near-ultraviolet regions, con-
siderable attention has been given to the analysis of the methods used for studying the middle ultraviolet com-
ponent called mitogenetic radiation in early works. Studies on mitogenetic radiation were conducted over  the
period from 1923 to 1948 and partially remain open to debate. Many of the obtained results were innovative
for that time but have already been confirmed to date. As for the remaining findings, scientific topics, they
present, are of high interest (among them research findings concerning cell division and carcinogenesis, early
cancer diagnostics). Taking the above into the account, further study is needed to analyze the methods used
in order to verify the results. The review is divided into three parts. The first part is focused on general issues
such as the history of research and development of methodology, types and properties of ultraweak photon
emission, the importance of fundamental research and practical application (in the second part  and the third
part,  we discuss biological and physical methods, accordingly).

Keywords: ultraweak photon emission from biological objects, chemiluminescence, free-radical biology, mitogenet-
ic radiation, registration of ultraweak radiation in the optical range, biophotonics
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Представлены результаты мониторинговых наблюдений трех участков р. Москва, различающихся
по уровню загрязнения с применением комплекса параметров флуоресценции хлорофилла.
Фотосинтетическая активность фитопланктона по всему руслу была неодинаковой. Наиболее
высокие значения активности фотохимических процессов фитопланктона обнаружены на условно
чистом участке реки (на входе в город), тогда как на загрязненных участках (середина реки и на
выходе из города) активность фитопланктона была снижена. Эффективность световых реакций
фотосинтеза в фотосистеме II (FV/FM, PIABS) у фитопланктона весной была выше, чем в летний
период. Эти процессы сопровождались уменьшением диссипации поглощенной энергии в тепло
(φDo). Инкубация фитопланктона из р. Москва в присутствии солей хлорида ртути выявила
различия в чувствительности к токсическому воздействию фитопланктона из разных частей реки, а
также более низкую устойчивость фитопланктона к ртути в летний сезон по сравнению с весенним.
Наиболее чувствительным параметром к токсическому воздействию ртути был индекс
производительности фотосистемы II (PIABS), который можно рекомендовать при проведении
биотестирования и биомониторинга активности фотосинтетических реакций фитопланктона в
природных условиях. 

Ключевые слова: река Москва, хлорид ртути, фитопланктон, флуоресценция хлорофилла, фотосинтез,
мониторинг загрязнения вод.
DOI: 10.31857/S0006302921050094

Москва-река является крупной водной арте-
рией, протекающей через мегаполис. Состояние
водной среды по руслу реки меняется в силу мно-
гих факторов, в том числе за счет загрязнения во-
ды [1, 2]. Природный фитопланктон является
первичным звеном трофической цепи водных
экосистем [3–5]. Известно, что изменения на
первичном трофическом уровне приводят к изме-
нениям в остальных звеньях водной экосистемы.
В связи с этим регистрация характеристик фито-
планктона является одним из способов оценки
состояния водной среды в целом.

Флуоресценция хлорофилла в настоящее вре-
мя активно применяется для изучения фито-

планктона при проведении различных гидробио-
логических и токсикологических работ [4–15].
Флуоресцентный метод используется для оценки
концентрации хлорофилла у интактных водорос-
лей, а также в экстрагированных из них растворах
пигментов [4, 7, 16–18]. На основе флуоресцен-
ции хлорофилла на кафедре биофизики биологи-
ческого факультета МГУ разработана «Методика
измерений обилия и индикации изменения со-
стояния фитопланктона в природных водах флу-
оресцентным методом» (ФР.1.39.2011.11246, ПНД
Ф 14.2.268-2012). Методика допущена для целей
государственного экологического контроля по
разделу «Количественный химический анализ
вод» [16]. Интенсивность начальной флуоресцен-
ции (FO) рекомендуется для оценки биомассы и
скорости роста водорослей, а отношение пере-
менной флуоресценции к максимальной (FV/FM)
для оценки квантового выхода фотосинтеза, ко-

Сокращения: ст. – станция, ФС II –фотосистема II, РЦ –
реакционный центр, QA и QB – первичный и вторичный
хинонные акцепторы электрона, КОС – Курьяновские
очистные сооружения.

УДК 581.132

БИОФИЗИКА КЛЕТКИ



918

БИОФИЗИКА  том 66  № 5  2021

ПРОТОПОПОВ и др.

торый является мерой физиологической актив-
ности водорослей. Важным преимуществом этих
методов является их экспрессность и высокая
чувствительность, что позволяет быстро диагно-
стировать состояние объектов непосредственно в
среде его обитания in situ.

В последнее время для оценки работы фото-
синтетического аппарата в культурах водорослей
и природного фитопланктона активно начинают
использовать методы измерения индукционных
кривых флуоресценции с высоким временным
разрешением [6, 19, 20]. Характеристики кривых
позволяют определить изменения на разных
участках фотосинтетической электронтранспорт-
ной цепи. Ранее мы использовали флуоресцент-
ные методы для изучения фотосинтетических
процессов фитопланктона в р. Москва [3, 5, 7, 21].

Настоящая работа посвящена изучению энер-
гозапасающих фотосинтетических процессов фи-
топланктона на трех участках р. Москва, испыты-
вающих различную антропогенную нагрузку, и
при воздействии ионов ртути.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования были выполнены в 2017 г. на

трех станциях (ст.), расположенных по течению
р. Москва – на входе реки в г. Москва в районе
Тушино (ст. «Тушино»), на ст. «Воробьевы горы»
и на выходе реки из города около г. Дзержинский
(ст. «Дзержинский»). Отбор проб воды проводи-
ли в утренние часы в прибрежной зоне с глубины
0.5 м с помощью батометра. Воду отбирали в пла-
стиковые емкости объемом 2 л и не более чем че-
рез 1.5 ч доставляли в лабораторию в переносной
сумке-холодильнике. При проведении лабора-
торных экспериментов использовали колбы объ-
емом 100 мл, в которых добавляли токсикант –
хлорид ртути (HgCl2, Sigma-Aldrich, США) и ин-
кубировали в течение 3 ч при освещении
100 мкмоль квантов·м–2 · с–1.

Концентрацию хлорофилла определяли по
стандартной методике прямым спектрофотомет-
рическим методом в ацетоновых экстрактах на
спектрофотометре на базе портативного спектро-
метра USB 2000 (Ocean Optics Inc., США).

Индукционные кривые флуоресценции хло-
рофилла регистрировали с высоким временным
разрешением (начиная с 0.02 мс) на импульсном
портативном флуориметре AquaPen-C AP-С 100
(Photon System Instruments, Чехия). Индукцион-
ные кривые флуоресценции хлорофилла иниции-
ровали синим источником света (λ = 450 нм) ин-
тенсивностью 3000 мкмоль квантов·м–2 · с–1. По-
левые исследования флуоресценции хлорофилла
и измерения температуры воды проводили непо-
средственно на месте после отбора проб воды.
Перед проведением регистрации флуоресценции

все исследуемые образцы выдерживали в темноте
в течение 10–15 мин для окисления переносчиков
в фотосинтетической электронтранспортной це-
пи.

Для количественного анализа характеристик
первичных процессов фотосинтеза по индукци-
онным кривым флуоресценции рассчитывали па-
раметры с помощью стандартного JIP-теста [6,
19, 20, 22]. Этот тест использует следующие ха-
рактеристики кинетической кривой индукции
флуоресценции: интенсивность флуоресценции
при 50 мкс (FO), 2 мс (FJ), 30 мс (FI), а также FM
(максимальная интенсивность флуоресценции),
а также усредненную величину в мс–1 начального
наклона относительной переменной флуорес-
ценции хлорофилла а (M0). Эти величины затем
использовали для расчета следующих парамет-
ров, которые подробно описаны в обзорных ра-
ботах [6, 19, 20]:

– FV/FM (= φPo) – максимальный квантовый
выход первичной фотохимической реакции в фо-
тосистеме II (ФС II): FV/FM = φPo = (FM –
‒ FO)/FM;

– VJ – относительная амплитуда фазы O–J
(после 2 мс освещения). Отражает количество за-
крытых реакционных центров (РЦ) по отноше-
нию к общему числу РЦ ФС II: VJ = (FJ – FO)/
(FM – FO);

– ψo – параметр вероятности переноса элек-
трона далее первичного хинонного акцептора
(QA): ψo = 1 – VJ; 

– φEo – квантовый выход электронного транс-
порта за пределы QA (при t = 0): φEo = (1 –
‒ VJ)/(FV/FM);

φDo – квантовая эффективность рассеивания
энергии в тепло: φDo= 1 – φPo = FO/FM;

– PIABS – индекс производительности – пока-
затель функциональной активности ФС II, отне-
сенный к поглощаемой энергии: PIABS = [1 –
‒ (FO/FM)]/(M0/VJ) [(FM –FO)/FO] [(1 – VJ)/VJ].

Для анализа и обработки полученных данных
использовали пакет программ Microsoft Excel
2013 (Microsoft Corp., США) и Statistica v.10 (Stat-
Soft Inc., США). Подсчет концентрации хлорида
ртути, вызывающей 50%-е ингибирование пара-
метров флуоресценции хлорофилла (IC50), опре-
деляли на основе дозазависимых кривых с помо-
щью программного обеспечения OriginPro 9.0.0
(OriginLab Corp., США). Проверку статистиче-
ских гипотез осуществляли с помощью однофак-
торного дисперсионного анализа (one-way ANO-
VA, тест Tukey HSD при α = 0.05). Объем выборки
в полевых и лабораторных исследованиях состав-
лял 10 повторностей.
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Краткая характеристика экологического состоя-

ния районов исследования. Исторически по тече-
нию р. Москва в черте города выделяются три
участка с различной степенью загрязнения. Пер-
вый участок – район Тушино, который традици-
онно считается наиболее чистым участком реки.
Второй участок реки находится в центральной ча-
сти города, в нем содержание нефтепродуктов и
металлов колеблется как в течение года, так и
вдоль течения реки. Третий участок расположен
на выходе реки из города, здесь находятся Курья-
новские очистные сооружения (КОС), сбросы
воды из них приводят к увеличению в реке кон-
центрации биогенных элементов (аммония, нит-
ритов, фосфатов) [2]. Расстояние от стока вод из
КОС до ст. «Дзержинский» составило 14 км. По
данным Доклада Мосэкомониторинга за 2017 г.
качество воды в р. Москва на входе в город соот-
ветствовало нормативам, установленным для
водных объектов культурно-бытового назначе-
ния, и речные воды на этом участке характеризо-
вались как «условно чистые». В центральной ча-
сти города в 2017 г. наблюдалось увеличение со-
держания взвешенных веществ, аммония и
нефтепродуктов по сравнению с содержанием
этих веществ на входе реки в город. На выходе из
города под влиянием сброса вод из КОС в реке
значительно увеличиваются концентрации био-
генных веществ. Как следствие, вода в р. Москва
на выходе из города характеризовалась в 2017 г.
как «слабо загрязненная» [2].

Ранее нами было показано, что на выходе реки
из города (ст. «Дзержинский») температура воды
в период гидрологической зимы (с ноября по
март) была несколько выше, чем на ст. «Воробье-
вы горы» и значительно выше, чем на ст. «Туши-
но» [3]. Весенний подъем температуры поверх-
ностного слоя воды в реке на ст. «Дзержинский»
начинался уже в начале марта, в то время как по-
вышение температуры воды на ст. «Тушино» и
«Воробьевы горы» начиналось спустя месяц в
первых числах апреля. Таким образом, на ст.
«Дзержинский» были отмечены как более высо-
кая температура воды в зимний период, так и ее
более ранний весенний подъем.

По данным наших исследований температура
воды на станциях отбора проб в середине мая со-
ставила 10–15°C, в июле повышалась до 20°C.

Содержание хлорофилла а в зимний период бы-
ло наиболее низким. На участках реки на ст. «Ту-
шино» и «Воробьевы горы» весеннее увеличение
содержания хлорофилла а начиналось в апреле, а
на ст. «Дзержинский» на несколько недель рань-
ше, в марте, что, вероятно, связано с более высо-
кими температурами поверхностного слоя этого
участка реки. Содержание хлорофилла а в середи-
не мая составило 19, 16 и 15 мкг ⋅ л–1 и в середине

июля – 21, 23 и 19 мкг ⋅ л–1 для станций «Туши-
но», «Воробьевы горы» и «Дзержинский» соот-
ветственно. Ранее было показано, что основные
сукцессии фитопланктона в зоне влияния КОС
такие же, как и на участках реки выше города [21].
Весной по числу видов и общей численности кле-
ток преобладали диатомовые водоросли в пунк-
тах на входе в город, выше КОС, а также на рас-
стоянии в 14 км от стока вод из КОС. Летом пре-
обладающими являлись зеленые водоросли и
немного меньше – диатомовые.

Оценку активности природного фитопланктона
проводили по параметру флуоресценции FV/FM,
отражающим максимальный квантовый выход
ФС II, связанной с разложением Н2О и выделе-
нием О2 [15, 19]. В природных водоемах с высо-
ким содержанием биогенных элементов значения
FV/FM могут достигать 0.6–0.7. Под действием
стрессовых факторов, в том числе и загрязняю-
щих веществ, этот показатель может умень-
шаться.

В динамике фотосинтетической активности
фитопланктона, выраженной через величину
FV/FM, так же как и в случае содержания хлоро-
филла а, прослеживалось влияние сезонного
фактора. В зимний период активность фито-
планктона на всех трех станциях была крайне
низкой (FV/FM менее 0.01). Крайне низкие значе-
ния соотношения FV/FM в этот период были свя-
заны, вероятно, с интенсивным охлаждением по-
верхностных вод и сменой комплекса фито-
планктона на зимний. 

В весенний период (с марта по май) наблюда-
лось резкое увеличение активности фитопланк-
тона, которое связано с сезонным подъемом тем-
пературы воды. Уже в марте на ст. «Дзержинский»
она составила 3.5°C, и, соответственно, величина
соотношения FV/FM для пробы воды с этой стан-
ции достигла 0.25, тогда как на станциях «Туши-
но» и «Воробьевы горы» значения FV/FM в марте
составили только 0.04 и 0.02 при температурах во-
ды 0.3 и 0.4°C соответственно. В мае значения
FV/FM в пробах воды с обследованных станций
колебались уже в пределах 0.52–0.68, причем
максимальное значение FV/FM было зарегистри-
ровано на ст. «Тушино».

Важно отметить, что увеличение концентра-
ции фитопланктона по хлорофиллу в 2017 г. не-
сколько запаздывало по сравнению с активно-
стью, определенной по FV/FM. Этот факт показы-
вает, что появление в популяции клеток
водорослей с высокой активностью фотосинтети-
ческого аппарата и соответственно с высоким
значением FV/FM предшествует наступлению пе-
риода увеличения концентрации фитопланктона.
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Подобный эффект наблюдался нами на оз. Бай-
кал [19].

Наибольший интерес представляло сравнить
параметры индукции флуоресценции хлорофил-
ла во время весеннего и летнего развития фито-
планктона (рис. 1). Значения FV/FM и других па-
раметров в мае и июле представлены на рис. 2. В
майский период FV/FM достигал на всех станциях
наиболее высоких значений, причем на ст. «Ту-
шино» FV/FM был максимальным со значением
0.68, а на ст. «Воробьевы горы» и «Дзержинский»
он составил 0.53 и 0.52 соответственно. Относи-
тельно высокая для речного фитопланктона фо-
тосинтетическая активность, зарегистрирован-

ная в этот период на всех обследованных станци-
ях, свидетельствует о том, что фитопланктон
весной не был лимитирован по основным факто-
рам среды. После весеннего максимума фотосин-
тетическая активность фитопланктона на всех
трех станциях снижалась, причем этот спад был
более всего выражен на ст. «Дзержинский»
(FV/FM = 0.39). Это может свидетельствовать о
негативном влиянии на активность фитопланк-
тона различных загрязнений, поступающих в ре-
ку из мегаполиса и сбросов КОС. В то же время
наиболее высокие FV/FM, наблюдавшиеся в лет-
ний период на ст. «Тушино» (0.53), вероятно, сви-
детельствуют о том, что условия для развития фи-

Рис. 1. Индукционные кривые быстрой флуоресценции фитопланктона р. Москвa в середине мая (а) и в июле (б).
Цифрами обозначены станции отбора проб воды: 1 – «Тушино», 2 – «Воробьевы горы», 3 – «Дзержинский».

Рис. 2. Изменение параметров JIP-теста, рассчитанных из индукционных кривых флуоресценции хлорофилла (см.
рис. 1), где FV/FM – максимальный квантовый выход первичной фотохимической реакции в ФС II, φEo – квантовый
выход электронного транспорта за пределы QA, φDo – квантовая эффективность рассеивания энергии в тепло, PIABS –
индекс производительности ФС II. Представлены данные по весеннему (а) и летнему (б) фитопланктону. Столбиками
показаны значения параметров последовательно со станций «Тушино», «Воробьевы горы» и «Дзержинский». Планки
погрешностей соответствуют доверительному интервалу (при α = 0.05, n = 10.
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топланктонного сообщества здесь были наиболее
благоприятными в летний период по сравнению с
другими станциями.

Сравнение параметров флуоресценции, свя-
занных с квантовыми потоками электронов, по-
казало, что в весенний период на всех станциях
наблюдается в среднем увеличение эффективно-
сти переноса электронов в ФС II (FV/FM и φEo) и
снижение доли диссипации энергии в тепло ан-
тенными комплексами (φDo) по сравнению с
июлем (рис. 2). Таким образом, в весенний пери-
од фотосинтетическая активность ФС II у фито-
планктона была несколько выше, чем в летний
период.

Нами было отмечено, что параметр вероятно-
сти переноса электрона далее первичного хинон-
ного акцептора QA (ψo) изменялся незначительно
на всех трех станциях р. Москва в мае и июле
(данные не представлены). Это позволяет заклю-
чить, что в исследуемых пробах воды не отмечает-
ся существенного влияния факторов среды на
сайт связывания QB – вторичного хинонного ак-
цептора электрона. Тем самым, параметр кванто-
вого выхода электронного транспорта (φEo) в ФС
II снижается в летнее время, главным образом,
счет снижения параметра FV/FM.

Известно, что изменение максимального
квантового выхода (FV/FM) тесно связано с изме-
нением сопряженности антенного комплекса с
реакционным центром ФС II. Снижение количе-
ства активных РЦ обычно ведет к возрастанию
доли неиспользуемой энергии, т.е. доли тушения
энергии возбуждения в антенном комплексе за
счет увеличения диссипации в тепло (φDo). У лет-
него фитопланктона по сравнению с весенним
наблюдалось увеличение квантового выхода дис-

сипации в тепло (φDo), в особенности на ст.
«Дзержинский» (рис. 2).

«Витальность» растений можно охарактеризо-
вать индексом производительности PIABS [6, 22,
23]. Этот параметр включает в себя три независи-
мых параметра: плотность «активных» РЦ ФС II;
вероятность того, что поглощенный фотон
будет захвачен РЦ и эффективность движения
электрона по электрон-транспортной цепи. Ин-
декс PIABS отражает функциональное состояние
ФС II на свету и дает нам комплексную характе-
ристику текущего состояния фотосинтетического
аппарата [20]. В мае наблюдали высокие показа-
тели индекса PIABS на всех станциях р. Москва.
На ст. «Тушино» показатель PIABS был несколько
выше, чем на ст. «Воробьевы горы» и «Дзержин-
ский», тогда как в летнее время происходило не-
которое снижение индекса производительности
ФС II на всех станциях.

Определение чувствительности фитопланктона
к воздействию ионов ртути в зависимости от сезона.
Известно, что устойчивость клеток водорослей к
загрязнениям может существенно изменяться в
зависимости от состояния клеток в разных эколо-
гических условиях [17, 19]. Чувствительность фи-
топланктонного сообщества р. Москва к ионам
ртути определяли по двум основным вышеопи-
санным параметрам флуоресценции – это FV/FM
и PIABS. Соли HgCl2 значимо снижали квантовый
выход FV/FM активного весеннего фитопланкто-
на уже при концентрации 1 мкмоль ⋅ л–1. Были
определены дозы полуингибирования (IC50) для
параметров FV/FM и PIABS (рис. 3). Для параметра
FV/FM у весеннего фитопланктона на станциях
«Тушино» и «Воробьевы горы» 50% снижение
происходило при концентрации 23.2 и

Рис. 3. Концентрации полуингибирующего воздействия хлорида ртути (IC50) на параметры флуоресценции
фитопланктона р. Москва, где FV/FM – максимальный квантовый выход первичной фотохимической реакции в ФС
II, PIABS – индекс производительности ФС II. Фитопланктон весной (май) и летом (июль) инкубировали с хлоридом
ртути в течение 3 ч. Планки погрешностей соответствуют доверительному интервалу (при α = 0.05, n = 10)..
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16.8 мкмоль ⋅ л–1 HgCl2 соответственно. Стоит от-
метить, что фитопланктон со ст. «Дзержинский»
обладал меньшей устойчивостью к ионам ртути,
чем фитопланктон с других станций, его IC50 для
параметра FV/FM составляла 6.7 мкмоль ⋅ л–1.

Индекс производительности ФС II PIABS яв-
ляется комбинированным параметром флуорес-
ценции хлорофилла, и он часто является более
чувствительным параметром к загрязнениям по
сравнению с FV/FM [23, 24]. Для весеннего фито-
планктона значимое снижение параметра PIABS
при действии HgCl2 у фитопланктона, отобран-
ного в мае, наблюдали уже при концентрации 0.1
мкмоль ⋅ л–1. Значение IC50, вызывающее полу-
снижение индекса производительности ФС II,
равнялось 0.37 мкмоль ⋅ л–1 для станции «Дзер-
жинский» и 0.47 и 1.1 мкмоль×л–1 для станций
«Воробьевы горы» и «Тушино» соответственно.
Так же как и для параметра FV/FM статистически
значимые отличия наблюдались между станция-
ми «Тушино» и «Дзержинский» (рис. 3).

Летний фитопланктон, обладающий более
низкой фотосинтетической активностью по срав-
нению с весенним, показывал и меньшую устой-
чивость к действию HgCl2. Различия в чувстви-
тельности летнего фитопланктона между станци-
ями были статистически незначимы (рис. 3).
Максимальный квантовый выход фотохимии ФС
II (FV/FM) существенно снижался уже при кон-
центрации 0.1 мкмоль ⋅ л–1 токсиканта. IC50 для
параметра FV/FM наблюдалась при 0.30–
0.43 мкмоль ⋅ л–1 на всех станциях.

У летного фитопланктона PIABS также оказал-
ся более чувствительным параметром по сравне-
нию с FV/FM. Снижение на половину индекса
производительности ФС II наблюдали при кон-
центрации ртути 0.10–0.14 мкмоль ⋅ л–1 для всех
станций. Возможно, что повышение чувствитель-
ности к ионам ртути у менее фотосинтетически
активного летнего фитопланктона р. Москва свя-
зано с действием неблагоприятных факторов, та-
ких как повышенная солнечная инсоляция на
фоне повышенной температуры в летние дни.
Усиление токсического воздействия на культурах
водорослей солей тяжелых металлов при интен-
сивном освещении в условиях светового стресса
отмечалось ранее разными авторами [25–27]. На-
ми также было показано существенное повыше-
ние чувствительности водорослей к действи со-
лей ртути при повышенном освещении [17].

ОБСУЖДЕНИЕ

Первичная продукция фитопланктона опреде-
ляется функционированием сложноорганизован-
ной системы фотосинтеза, включающей светосо-
бирающий пигментный комплекс, реакционные
центры и электронтранспортную систему, где
происходит первичное преобразование солнеч-
ной энергии с разложением воды и выделением
О2. Ранее в гидробиологии использовали пара-
метр флуоресценции FV/FM – максимальный
квантовый выход первичных фотохимических
реакций в ФС II [15]. Он определяется как соот-
ношение интенсивности флуоресценции при на-
сыщающем фотосинтез свете (FM) и в условиях,
не вызывающих изменений состояния фотосин-
тетического аппарата (FO) (низкая интенсив-
ность света). Параметр FV/FM представляет собой
безразмерную энергетическую характеристику
фотосинтеза, аналогичную коэффициенту полез-
ного действия и не зависящую от видовой специ-
фики организма. В последнее время при работе с
культурами водорослей активно развиваются ме-
тоды быстрого измерения кинетики индукции
флуоресценции, характеризующие электронный
транспорт в ФС II и между фотосистемой II и фо-
тосистемой I [20]. Применение этого современ-
ного биофизического подхода позволило выявить
изменения в функционировании световых стадий
фотосинтеза у фитопланктона в поверхностном
слое на трех участках р. Москва, испытывающих
различное влияние антропогенной нагрузки и
при воздействии ионов ртути в разные сезоны.

Нами было показано, что в зимний период
первичные реакции ФС II имеют крайне низкую
активность. Возникновение благоприятных для
фитопланктона условий в водоеме в весенний пе-
риод сопровождается повышением эффективно-
сти функционирования ФС II и активизацией
электрон-транспортных реакций, что, соответ-
ственно, вызывает значительное увеличение ко-
личества клеток.

Проведенный комплексный анализ парамет-
ров индукционных кривых флуоресценции хло-
рофилла свидетельствует, что у весеннего актив-
ного фитопланктона происходит увеличение ос-
новных параметров световых реакций
фотосинтеза, таких как максимальный кванто-
вый выход ФС II (FV/FM), эффективность транс-
порта электронов (φEo) и индекса производитель-
ности ФС II (PIABS). Вместе с тем эти процессы
сопровождаются низким уровнем диссипации
поглощенной энергии в тепло (φDo).

Ранее нами в 2009–2010 гг. было отмечено, что
изменения параметров флуоресценции фито-
планктона на трех участках р. Москва наблюда-
лись раньше интенсивного роста водорослей [3].
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Это закономерность появления активных клеток
фитопланктона с высоким уровнем FV/FM в пе-
риод, предшествующий увеличению биомассы,
подтвердилась и в 2017 г. Таким образом, появле-
ние благоприятных условий в водоеме после зим-
него периода сопровождается активацией реак-
ционных центров ФС II, в которых происходит
первичная конверсия света, и запуском элек-
трон-транспортных реакций. Включение актив-
ных фотосинтетических процессов приводит к
стимуляции роста количества фитопланктона
(например, весенние цветение в пресноводных
водоемах) [8]. Это хорошо наблюдается и в мо-
дельных экспериментах при пересеве голодной
азотдефицитной культуры микроводорослей на
среду, обогащенную азотом [19]. 

Чрезвычайно важным является изменение
устойчивости природных популяций водорослей
к действию загрязняющих веществ, таких как тя-
желые металлы в различные сезоны. Экспери-
менты по инкубации природного фитопланктона
в присутствии хлорида ртути выявили различия в
устойчивости к токсическому воздействию у фи-
топланктона с разных участков, а также большую
чувствительность летнего фитопланктона по
сравнению с весенним. При этом обнаружено,
что наиболее чувствительным параметром индук-
ции флуоресценции хлорофилла в этих токсико-
логических экспериментах является индекс про-
изводительности ФС II (PIABS).

Таким образом, описанный в настоящей рабо-
те комплекс параметров индукционных кривых
флуоресценции хлорофилла позволяет проводить
мониторинг изменений в энергозапасающих фо-
тосинтетических процессах клеток фитопланкто-
на в природных условиях и открывает возмож-
ность использования флуоресцентных методов
для детекции и прогнозирования цветения водо-
емов.
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Fluorescence of Phytoplankton Chlorophyll from the Moskva River
in the Presence of Mercury Ions

 F.F. Protopopov*, D.A. Todorenko**, I.N. Nikolaev*, A.A. Alekseev*,
L.B. Bratkovskaya**, and D.N. Matorin**

*Physico-Technical Institute, Ammosov North-Eastern Federal University, ul. Kulakovskogo 48, Yakutsk, 677013 Russia

**Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119234 Russia

This paper presents the results of the observational study carried out for monitoring three Moskva River sites
with different pollution levels by using chlorophyll f luorescence parameters. The photosynthetic activity of
phytoplankton along the river bed was diverse. The photochemical activity of the phytoplankton was higher
in the relatively clean water of the river (the river entrance to the city) and lower in the polluted water (middle
reaches of the river and out-of-city). The efficiency of the light reactions of photosynthesis in photosystem II
(FV/FM, PIABS) for the phytoplankton was higher in the spring than in summer months. These processes were
accompanied by a decrease in the dissipation of absorbed energy into heat (φDo). Incubation of the phyto-
plankton from the Moskva River in the presence of mercury chloride salts was performed. It was found that
addition of mercury chloride salts resulted in different sensitivity to the toxic effects of phytoplankton samples
collected from different sites on the river as well as the lower resistance of phytoplankton to mercury in sum-
mer season compared to spring. The most sensitive parameter to the toxic effects of mercury was the photo-
system II performance index (PIABS), which can be recommended for bioassay and biomonitoring the activ-
ity of photosynthetic reactions of phytoplankton in natural conditions.

Keywords: the Moskva River, mercury chloride, phytoplankton, chlorophyll fluorescence, photosynthesis, monitor-
ing of water pollution
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Изучены физико-химические свойства липидов важнейших органов мышей (печени и головного
мозга) после длительного приема в течение трех месяцев нанолипосомальных комплексов, состоя-
щих из различных вариаций следующих веществ: фосфатидилхолина сои, эфирного масла гвозди-
ки, рыбьего жира и казеината натрия. Из суммарных липидов органов готовили липосомы и опре-
деляли их способность к инициированному окислению, структуру липидного бислоя в областях ло-
кализации спиновых зондов 5-доксил и 16-доксил-стеариновых кислот, размеры и заряд липосом.
Установлено, что все изученные параметры значительно изменялись с возрастом животных: спо-
собность к окислению уменьшалась в липидах из обоих органов; микровязкость уменьшалась, а
структурированность возрастала; размеры липосом из липидов печени увеличивались, а из липидов
головного мозга – уменьшались; применение диет приводило к приближению исследуемых вели-
чин к уровню, характерному для молодых животных. Установлена корреляция окисляемости липи-
дов и их микровязкости с изменением состава жирных кислот, а размеров липосом – с параметром
упорядоченности поверхностных слоев липидов. 

Ключевые слова: липосомы, способность липидов к окислению, структура мембран, диаметр и заряд
липосом.
DOI: 10.31857/S0006302921050100

Для нормального функционирования орга-
низма чрезвычайно важно его обеспечение эссен-
циальными (незаменимыми) биологически ак-
тивными липидами, такими как полиненасы-
щенные жирные кислоты (ПНЖК) омега-3 и
омега-6. Они не синтезируются в организме чело-
века и должны поступать с пищей в достаточном
количестве и в оптимальном соотношении (оме-
га-6 : омега-3 = 1 : 1 – 4 : 1) [1, 2]. Включение этих
веществ в диету актуально для большинства насе-
ления и может быть осуществлено с помощью
функциональных продуктов питания [3]. Серьез-
ная проблема, с которой сталкиваются исследо-
ватели, заключается в том, что высокое содержа-
ние в ПНЖК ненасыщенных углеродных связей

увеличивает их окисляемость и, как следствие,
накопление пероксидов и гидропероксидов, про-
дуктов их разложения, обладающих токсично-
стью, а также летучих карбонильных продуктов,
снижающих вкусовые качества продуктов. Для
преодоления этих ограничений предлагается вво-
дить ПНЖК в нужном соотношении в виде липо-
сом с добавками природных антиоксидантов и
инкапсулированием в белки или биополимеры
[4, 5]. В результате комплекса исследований, вы-
полненных in vitro, нами были получены липосо-
мы на основе фосфатидилхолина (ФХ) или лизо-
фосфатидилхолина, нагруженные ПНЖК в соот-
ветствующем отношении и содержащие
растительные антиоксиданты (эфирное масло
гвоздики (ЭМГ), кориандра, лимона; экстракты
имбиря, черного перца, корицы, душистого пер-
ца), а также казеинат натрия (Каз-Na) и мальто-
декстрины. Были изучены физико-химические
свойства этих сложных липосом (размеры и фор-
ма, плотность, архитектура, заряд, микровяз-

Сокращения: ПНЖК – полиненасыщенные жирные кис-
лоты, ФХ – фосфатидилхолин сои, ЭМГ – эфирное масло
гвоздики, Cas-Na – казеинат натрия, РЖ – рыбий жир,
ПОЛ – перекисное окисление липидов, ЭПP – электpон-
ный паpамагнитный pезонанc, АОА – антиокислительная
активность.

УДК 663.951.542.943-032. УДК 544.3.03:544.032:544.77

БИОФИЗИКА КЛЕТКИ



926

БИОФИЗИКА  том 66  № 5  2021

ПАЛЬМИНА и др.

кость липидного бислоя; способность к окисле-
нию; термодинамические параметры) [6–9];
определена биодоступность инкапсулированных
липидов в процессе ферментативного гидролиза
комплексов в условиях их модельного перевари-
вания в желудочно-кишечном тракте (ротовая
полость, желудок, тонкий кишечник) in vitro [10];
установлены основные взаимосвязи между струк-
турными, а также термодинамическими парамет-
рами супрамолекулярных комплексов и их функ-
циональными свойствами [7, 10, 11]. В экспери-
ментах in vivo были получены подтверждения
высказанным предположениям: нанокомплексы
действительно способствовали повышению со-
держания ПНЖК и антиоксидантов в органах и
тканях мышей [12, 13]. Важным аспектом влия-
ния этих нанокомплексов на организм человека и
животных является изменение физико-химиче-
ских свойств липидов. Одной из моделей, ис-
пользуемых в исследованиях этих свойств, явля-
ются липосомы, реконструированные из суммар-
ных липидов какого-либо из органов животных,
подвергшихся тому или иному воздействию [14,
15]. Мы применили эту модель для изучения не-
которых физико-химических характеристик ли-
пидов (способности к окислению, микровязко-
сти и ригидности липидного бислоя, размеров и
поверхностного заряда) из органов мышей, при-
нимавших в течение длительного времени нано-
липосомальные комплексы различного состава,
что и составило цель нашей работы. 

МЕТОДЫ

Материалы. В работе использовали фосфати-
дилхолин фирмы Lipoid GmbH (Германия) следу-
ющего химического состава по данным произво-
дителя: фосфолипиды – 94% фосфатидилхолина,
0.6% фосфатидилэтаноламина, 3% лизофосфати-
дилхолина, 0.1% фосфатидилинозита; триглице-
риды – 2%; свободные жирные кислоты – 0.5%;
α-токоферол – 0.15%. Использовали также казеи-
нат натрия фирмы Sigma (Новая Зеландия);
эфирное масло гвоздики фирмы Plant Lipids Ltd
(Индия); рыбий жир (РЖ, концентрат омега-3
«Омега-3 дети», ООО «РУСКАПС», Москва),
азо-инициатор 2.2'-азобис(амидинопропан) ди-
гидрохлорид (Fluka, Германия); органические
растворители фирмы Merck (Германия).

Состав липосомальных нанокомплексов. В экс-
периментах были использованы водные растворы
шести видов липосомальных нанокомплексов в
качестве напитков, заменяющих воду в диете экс-
периментальных животных: 

Диета 1. Липосомы из ФХ (с концентрацией в
растворе [ФХ] = 2.50 мг/мл). 

Диета 2. Липосомы из ФХ с добавлением ЭМГ
(2% от веса ФХ) (с концентрацией в растворе

[ФХ] = 2.50 мг/мл). Весовое отношение компо-
нентов липосомального нанокомплекса:
ФХ : ЭМГ = 1 : 0.02. 

Диета 3. Липосомы из ФХ (с концентрацией в
растворе [ФХ] = 1.66 мг/мл), инкапсулированные
казеинатом натрия (с концентрацией в растворе
[Каз-Na] = 16.6 мг/мл). Весовое отношение ком-
понентов в липосомальном нанокомплексе:
ФХ : Каз-Na = 1 : 10. 

Диета 4. Липосомы из ФХ с добавлением ЭМГ
(2% от веса ФХ) ([ФХ] = 2.50 мг/мл), инкапсули-
рованные Каз-Na (с концентрацией в растворе
[Каз–Na] = 25.0 мг/мл). Весовое отношение ком-
понентов в липосомальном нанокомплексе
ФХ : ЭМГ : Каз-Na = 1 : 0.02 : 10.

Диета 5. Липосомы из ФХ (с концентрацией
в растворе [ФХ] = 1.66 мг/мл) с добавлением ры-
бьего жира (с концентрацией в растворе [РЖ] =
= 1.66 мг/мл), инкапсулированные Каз-Na (с
концентрацией в растворе [Каз-Na] =
= 33.3 мг/мл). Весовое отношение компонентов
в липосомальном нанокомплексе ФХ : РЖ : Каз-Na =
= 1 : 1 : 20. 

Диета 6. Липосомы из ФХ (с концентрацией в
растворе [ФХ] = 1.66 мг/мл) с добавлением рыбьего
жира (с концентрацией в растворе [РЖ] =
= 1.66 мг/мл) и ЭМГ (2% от веса ФХ + РЖ), инкап-
сулированные Каз-Na (с концентрацией в растворе
[Каз-Na] = 33.3 мг/мл). Весовое отношение компо-
нентов в липосомальном нанокомплексе: ФХ : РЖ :
: ЭМГ : Каз-Na = 1 : 1 : 0.02 : 20.

Приготовление липосом. Липосомы из ФХ с до-
бавлением ЭМГ и/или РЖ готовили по следую-
щей методике: в стерилизованные при 110°С
(30 мин) стеклянные стаканчики помещали не-
обходимые навески ФХ/ЭМГ/РЖ и добавляли в
них расчетное количество бидистиллированной
воды. Диспергировали ФХ/ЭМГ/РЖ в воде при
помощи трехкратной механической гомогениза-
ции, используя гомогенизатор (Heidolph, Герма-
ния), в течение 2 мин при 20000 об/мин. Полу-
ченную водную дисперсию ФХ/ЭМГ/РЖ допол-
нительно обрабатывали ультразвуком, используя
ультразвуковой гомогенизатор VCX-130 (Sonics &
Materials, США) в подобранном предварительно
режиме: озвучивание в течение 5мин при 40%
мощности сигнала (отношение времени озвучи-
вания к времени без озвучивания 30 : 30 с); такой
режим озвучивания повторяли семикратно. При
озвучивании образец охлаждали во льду. После
этого проводили центрифугирование получен-
ных водных растворов липосомных комплексов
ФХ/ЭМГ/РЖ в стерилизованных (при 110°С,
30 мин) центрифужных пробирках в течение
30 мин при 4000 об/мин (1800 g) для удаления ме-
таллической стружки от ультразвукового зонда.
Инкапсулирование белком (Каз-Na) приготов-
ленных липосом (ФХ/ЭМГ/РЖ) проводили сме-
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шиванием их растворов в стерилизованных (при
110°С, 30 мин) бутылочках для кормления с по-
следующим встряхиванием (165 об/мин) в шей-
кер-инкубаторе (GFL 3032, Германия) при 40°С в
течение 1 ч. После этого повышали температуру в
шейкер-инкубаторе до 63°С и пастеризовали все
приготовленные растворы в течение 30 мин при
продолжающемся встряхивании (165 об/мин). 

Все приготовленные растворы липосомных
нанокомплексов готовили на двое суток из расче-
та их потребления одной мышью в объеме 7 мл
ежедневно.

Животные и дизайн эксперимента. 50 мышей
линии F1(C57blxDBA2\6) массой 18–20 г из вива-
рия питомника «Столбовая» НЦБТ ФМБА РФ
были разделены на восемь групп по шесть-семь
мышей в каждой группе. Мышей содержали на
диете в течение 92 суток. Группа 1 (7 животных)
получала общевиварный рацион и была забита в
первый день эксперимента. Группа 2 (6 живот-
ных) получала диету 1, группа 3 (6 животных) –
диету 2, группа 4 (6 животных) – диету 3, группа 5
(6 животных) – диету 4, группа 6 (6 животных) –
диету 5; группа 7 (6 животных) – диету 6; группу 8
(7 животных) содержали на общевиварном раци-
оне все 92 суток эксперимента. Через 92 суток по-
сле начала приема различных диет животные бы-
ли забиты методом декапитации, ткани печени и
головного мозга были взяты для исследования.

Выделение липидов из печени и мозга. Экстрак-
цию липидов из тканей печени и головного мозга
проводили по методу Блайя и Дайера в модифи-
кации Кейтса [16, 17]. 

Приготовление липосом из липидов печени и
мозга. Липосомы готовили из навесок суммарных
липидов печени или мозга, полученных из экс-
трактов липидов после выпаривания растворите-
ля в вакууме. Далее к сухой навеске известной
массы добавляли фосфатный буферный раствор
(рН 7.2, ионная сила 1 мM) в объеме, необходи-
мым для получения заданной концентрации сус-
пензии липидов (1 или 3 мг/мл). Липосомы фор-
мировали c использованием ультразвукового го-
могенизатора VCX-130 (Sonics & Materials, США)
в течение 15 мин (в режиме 15 с × 15 с) при мощ-
ности 70 Вт. Для предохранения липосом от на-
гревания и окисления во время озвучивания со-
суд с суспензией помещали в смесь воды со
льдом. Для отделения примесей дисперсию липо-
сом центрифугировали со скоростью
13000 об/мин при 4°С в течение 20 мин [8]. 

Окисление липосом. Инициированное окисле-
ние липосом проводили по методу [8, 18] в про-
бирках, термостатированных при физиологиче-
ской (37°С) температуре. Для инициирования ис-
пользовали водорастворимый азо-инициатор
2.2'-азобис(амидинопропан) дигидрохлорид (с
конечной концентрацией в растворе липосом

0.33 мМ). Степень развития перекисного окисле-
ния липидов (ПОЛ) контролировали спектрофо-
тометрически при непрерывной регистрации во
времени оптической плотности в области погло-
щения 234 нм, соответствующей максимуму по-
глощения для диеновых конъюгатов на спектро-
фотометре Lambda-25 (Perkin Elmer, Германия).
На рис. 1 приведены характерные кинетические
кривые окисления липосом (накопления диено-
вых конъюгатов) из липидов печени и мозга.

Метод динамического светорассеяния. Для
определения размеров липосом использовали ме-
тод динамического светорассеяния. Измерения
среднего диаметра D липосом проводили на при-
боре Zetasizer Nano ZS (Malvern, Великобрита-
ния) по оценке корреляционной функции флук-
туаций интенсивности рассеянного на липосомах
под углом 173° лазерного излучения с λ = 633 нм.
Концентрация липидов в суспензии липосом со-
ставляла 0.3 мг/мл, температура 25°С, индекс по-
лидисперсности варьировал в пределах 0.21–0.36.
Для каждого размера D осуществлялась регистра-
ция 5-10 распределений интенсивности по разме-
рам частиц с 15 накоплениями в каждом измере-
нии, усреднение проводилось по размерам ча-
стиц с максимальной интенсивностью рассеяния.
Для измерения ζ-потенциала липосом этот же
прибор использовали в режиме регистрации
электрофоретической подвижности частиц.
Усреднение максимальных значений ζ-потенци-
ала осуществляли по результатам трех повторных
измерений, погрешность которых не превышала
10%. 

Метод cпиновыx зондов. Для xаpактеpиcтики
cтpуктуpного cоcтояния мембpан липоcом
иcпользовали метод электpонного паpамагнит-
ного pезонанcа (ЭПP). Образец для измерений на
ЭПР-спектрометре представлял собой 200 мкл
суспензии липосом (концентрация липидов
3мг/мл), к которому добавляли 1 мкл спиртового
раствора парамагнитного зонда (концентрация
зонда в спирте 10–4 М), из расчета 1 молекула
зонда на 900–1000 молекул липида. Этот образец
после инкубации с зондом в течение 15–20 мин
при 4°С помещали в длинную, узкую с плоскопа-
раллельными гранями кварцевую кювету высо-
кой добротности, благодаря чему достигалась
температурная однородность по всему объему
кюветы. Термостатирование осуществляли с по-
мощью термоприставки ER 4131 VT (Bruker, Гер-
мания). Точность термостатирования контроли-
ровали термопарой, помещенной в резонатор,
она составила ±0.05°С. Запись спектров при по-
стоянной температуре 293 К осуществляли не-
прерывно: 10–15 спектров по 3–5 накоплений.
Паpаметpы, xаpактеpизующие cтpуктуpу
мембpан, pаccчитывали из cпектpов, полученныx
пpи темпеpатуpе 293 К на ЭПP-cпектpометpе
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Bruker 200D (Bruker, Германия) методом cпино-
вого зонда [19], в качеcтве котоpого для изучения
микpовязкоcти глубоколежащиx облаcтей липид-
ного биcлоя (~20 Å) иcпользовали 16-докcи-

лcтеаpиновую киcлоту (зонд C16). Микpовяз-
коcть мембpаны в облаcти локализации зонда C16
оценивали по вpеменам вpащательной коppеля-
ции зонда τC1 и τC2, котоpые опpеделяли по
фоpмулам для быcтpого анизотpопного вpащения
pадикалов [19]:

где ΔН+ и ΔН0 – шиpины низкопольной и
центpальной компонент cпектpальной линии
cоответcтвенно, а I+, I0 и I– – интенcивноcти
низкопольной, центpальной и выcокопольной
компонент cпектpа ЭПP (рис. 2а). Так как пpи
вcеx воздейcтвияx количеcтвенный эффект по от-
ношению как к τC1, так и к τC2 был абcолютно
одинаковым, а величина τC1/τC2 не изменялаcь,
что говоpит об отcутcтвии влияния иccледуемыx
агентов на анизотpопию вpащения зонда C16, то в
дальнейшем для cpавнения иcпользовали
паpаметp τC1. Для оценки состояния липидов в
поверхностных слоях липосом (~8Å) использова-
ли 5-доксилстеариновую кислоту (зонд С5).
Спектры зонда С5 характеризовали параметром
упорядоченности S, зависящим от амплитуды от-
клонения продольной оси жирнокислотной цепи
зонда относительно среднего направления ори-
ентации окружающих его липидов. Для расчета
параметра S использовали уравнение S = 1.66⋅
·(Н// – НI)/(Н// + 2НI) [19], где 2Н// – расстояние
между низко- и высокопольными (внешними)
экстремумами спектра, 2НI – между внутренни-
ми экстремумами (рис. 2б). Расчет параметров τ и
S по спектрам ЭПР проводили в полуавтоматиче-
ском режиме с помощью программы Origin 6.1 с
использованием стандартных алгоритмов поиска
экстремумов при заданном шаге дискретизации
0.05 Гс. В результате погрешность измерения рас-
стояния между экстремумами в хорошо разре-
шенном спектре ЭПР не превышала 0.2 Гс, а сум-
марная ошибка вычисления отдельных значений
τ и S по экспериментальным спектрам ЭПР зон-
дов С16 и С5 , полученным в результате трех-пяти
накоплений, не превышала 0.03 нс и 0.002 соот-
ветственно. 

Математическую обработку результатов осу-
ществляли с помощью программ Microsoft Excel
2007 и Origin Pro 8. Достоверность различий меж-
ду группами оценивали по критерию Манна–
Уитни.
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Рис. 1. Характерные кинетические кривые иниции-
рованного окисления (накопления диеновых конъ-
югатов) липосом из липидов печени (а) и мозга (б).
Концентрация липосом 0.1 мг/мл, [AAPH] = 0.33 мМ,
цифры около кривых – номера групп мышей, А–А0 –
изменение оптической плотности в процессе окисле-
ния. Стрелками показано, как определялись макси-
мальные значения А–А0. (в) – Фрагмент рисунка (а)
для демонстрации расчета Vmax.
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Как указывалось выше, основными препят-

ствиями на пути использования нанолипосо-
мальных комплексов в качестве контейнеров для
переноса ПНЖК в организм животных и челове-
ка является высокая способность липидов и са-
мих ПНЖК к окислению. Поэтому в первую оче-
редь нас интересовал вопрос о том, как длитель-
ное применение диет с липосомами различного
состава влияет на способность к окислению ли-
пидов основных органов животных – печени и
головного мозга. Для оценки этого параметра мы
использовали модель инициированного окисле-
ния липосом, приготовленных из суммарных ли-
пидов этих органов. В качестве физико-химиче-
ской характеристики данного процесса применя-
ли величины максимальной скорости (Vmax) и
максимальной величины содержания диеновых
конъюгатов (А – А0), которая достигалась при
окислении (рис. 1а,б).

Так как максимальная скорость достигалась в
начале окисления, ее определяли как (ΔА/Δt) на
отрезке от 0 до 5 мин, где ΔА – приращение опти-
ческой плотности за это время (рис. 1в). Видно,
что окисление липидов в липосомах из печени и
мозга значительно отличается. Для липосом из
липидов печени характерны более высокие зна-
чения скорости окисления липидов печени на на-
чальном участке кривых (примерно до 100 мин)
(рис. 1а). Затем скорость накопления диеновых
конъюгатов уменьшается, в то время как у липо-
сом из липидов головного мозга (рис. 1б) макси-
мальная скорость окисления значительно мень-
ше и снижается медленнее в течение окислитель-
ного процесса. Такой ход кривых можно
объяснить различным соотношением в липидах
печени и мозга поли-, моно- и ненасыщенных
жирных кислот, имеющих на порядки различаю-
щиеся константы окисления [8]. Сравнительные
диаграммы для Vmax и А – А0 всех групп мышей

представлены на рис. 3. Видно, что в липосомах,
приготовленных из липидных экстрактов печени
и головного мозга мышей разного возраста, при
старении (группы 1 и 8 соответственно) происхо-
дит уменьшение и Vmax и А – А0, причем в липо-
сомах из печени в большей степени меняется
Vmax – в 1.3 раза, а в липосомах из головного моз-
га – А – А0 – в 1.76 раза. В группах 2, 3, 5 и 6 в ли-
пидах из обоих органов увеличиваются оба пара-
метра по сравнению с возрастным контролем
(группа 8). На общем фоне выделяется группа 7
животных, получавшая диету из липосом (ФХ +
+ ЭМГ + РЖ + Cas–Na), для которой отмечено
уменьшение и Vmax и А – А0 в липосомах из липи-
дов печени и незначительные отклонения от кон-
троля в липосомах из липидов головного мозга.
Между параметрами А – А0 и Vmax для липосом
обоего типа наблюдается хорошая прямолиней-
ная зависимость (рис. 4, таблица), что, с одной
стороны, хорошо объяснимо с точки зрения зако-
номерностей ПОЛ в липосомах и мембранах [20–
22], но с другой – несколько удивляет из-за весь-
ма сложного состава субстрата окисления и при-
сутствующих добавок. Также следует отметить
тот факт, что изменения в закономерностях ПОЛ
липосом из липидов печени и головного мозга
при использовании липосомальных диет проис-
ходят синхронно: между исследуемыми парамет-
рами ПОЛ (Vmax печени и Vmax головного мозга,
А – А0 печени и А – А0 головного мозга) существу-
ет хорошая корреляция (рис. 4, таблица), что поз-
воляет полагать наличие общей закономерности
в устойчивости к окислительным процессам во
всем организме животных. 

Известно, что реакции ПОЛ регулируются та-
кими параметрами, как степень ненасыщенности
субстрата окисления [20, 21] и присутствием ан-
тиоксидантов [23, 24]. Так как ранее нами было
установлено, что прием используемых диет ока-

Рис. 2. ЭПР-спектры зондов С16 (а) и С5 (б) в липидном бислое липосом при температуре 293 K.
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Рис. 3. Максимальные скорости окисления липидов (а, в) и максимальные уровни содержания диеновых конъюгатов
(б, г) в липосомах из липидов печени (верхний ряд) и головного мозга (нижний ряд) мышей, принимавших
нанокомплексы липосом различного состава. По оси абсцисс – номера групп животных; по оси ординат – Vmax в усл.
ед. и разности (А–А0) в единицах оптической плотности.

Рис. 4. Взаимосвязь максимальных скоростей окисления (а) и максимальных значений уровня гидроперекисей (б)
в печени и головном мозге мышей, принимавших нанолипосомы различного состава.
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Коэффициенты корреляции между различными физико-химическими характеристиками липосом из липидов
печени и головного мозга мышей, содержащихся на нанолипосомальных диетах 

Сочетания R p

Печень

А – А0 и Vmax 0.9267 <0.001

Vmax и ∑ПНЖК Нет зависимости

Vmax и ∑(ПНЖК+МНЖК) 0.6890 <0.05

Vmax и ∑(ПНЖК+МНЖК)/∑НЖК 0.5850 <0.05

А – А0 и ∑ПНЖК Нет зависимости

А – А0 и ∑(ПНЖК+МНЖК) 0.6897 <0.05

А – А0 и ∑(ПНЖК+МНЖК)/∑НЖК 0.6296 <0.05

А – А0 и АОА Нет зависимости

Vmax и АОА Нет зависимости

τC1 и ∑(ПНЖК+МНЖК)/ ∑НЖК 0.7615 <0.05

τC1 и АОА 0.5600 <0.05

S и АОА 0.3419 <0.1

Головной мозг

А – А0 и Vmax 0.9153 <0.001

Vmax и ∑ПНЖК 0.7740 <0.05

Vmax и ∑(ПНЖК+МНЖК) 0.8380 <0.05

Vmax и ∑(ПНЖК+МНЖК)/∑НЖК 0.7525 <0.05

А – А0 и ∑ПНЖК 0.5920 <0.1

А – А0 и ∑(ПНЖК+МНЖК) 0.6584 <0.1

А – А0 и ∑(ПНЖК+МНЖК)/∑НЖК Нет зависимости

Vmax и АОА Нет зависимости

А – А0 и АОА Нет зависимости

τC1 и ∑(ПНЖК+МНЖК)/∑НЖК 0.4950 <0.1

τC1 и АОА 0.5200 <0.1

S и АОА Нет зависимости

Печень и головной мозг

Vmax печени и Vmax головного мозга 0.9485 <0.001

А – А0 печени и А – А0 мозга 0.8705 <0.001

τC1 печени и τC1 головного мозга Нет зависимости

S печени и S головной мозга Нет зависимости

τC1 печени и D Нет зависимости

τC1 головного мозга и D Нет зависимости

S печени и D Нет зависимости

S головного мозга и D 0.6116 <0.1

(S печени+ S головного мозга) и D 0.5627 <0.05
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зывал влияние на эти характеристики [12, 13], мы
использовали их для проведения ряда корреля-
ций с результатами настоящей работы (таблица).
Так как для модельных липосомальных систем
относительно простого липидного и жирнокис-
лотного состава высказано несколько положений
о возможном вкладе различных показателей в
процессы окисления: общей степени ненасы-
щенности липидов, доли полиненасыщенных
жирных кислот, суммы поли- и мононенасыще-
снных жирных кислот (∑(ПНЖК + МНЖК), от-
ношения этой суммы к сумме насыщенных жир-
ных кислот (∑(ПНЖК + МНЖК)/∑НЖК) и т.д.
[20–22], мы оценили степень корреляции Vmax и
А – А0 для липосом из липидов печени и головно-
го мозга с этими показателями, результаты пред-
ставлены в таблице. Из них следует, что для липо-
сом из липидов головного мозга наблюдается до-
статочно хорошая и статистически достоверная
корреляция между Vmax и ∑ПНЖК; ∑(ПНЖК +
+ МНЖК); ∑(ПНЖК + МНЖК)/∑НЖК, в то
время как для липосом из липидов печени она до-
стоверна только для ∑(ПНЖК+МНЖК) и
∑(ПНЖК + МНЖК)/∑НЖК. Для параметра
А ‒ А0 характерна достоверная корреляция с
∑(ПНЖК + МНЖК) и в липосомах из липидов
печени, и в липосомах из липидов головного моз-
га; с ∑(ПНЖК + МНЖК – в липосомах из липи-
дов печени и ∑ПНЖК в липосомах из липидов
мозга. Таким образом, можно сделать вывод о
том, что наибольшая зависимость параметров,
характеризующих ПОЛ в сложных системах пере-
менного липидного состава, выявлена для вели-
чины ∑(ПНЖК + МНЖК). 

Между параметрами Vmax и АОА, а также А – А0
и АОА корреляция не обнаружена (таблица), дан-
ный результат можно объяснить тем, что наличие
антиоксидантов главным образом влияет на пе-

риод индукции на кривых окисления, но не на его
скорость [23, 24]. 

Одним из важных физико-химических показа-
телей, связанных с регуляторными процессами
ПОЛ в биологических мембранах, являются па-
раметры микровязкости липидов, образующих
структуру мембран [25, 26]. Поэтому мы в иссле-
довании определяли микровязкость тех слоев
липидов, где расположены жирнокислотные
остатки липидов, используя в качестве зонда па-
рамагнитный свободный радикал С16-доксилсте-
ариновую кислоту, а также ригидность поверх-
ностных слоев липидов, применяя в качестве зон-
да С5-доксилстеариновую кислоту. Полученные
результаты для липосом из липидов печени пред-
ставлены на рис. 5.

Из рис. 5а следует, что величина τC1, характе-
ризующая микровязкость липидов, статистиче-
ски достоверно (р < 0.05) уменьшается с увеличе-
нием возраста животных (группа 8 по сравнению
с группой 1) в 1.19 раза; использование диет с ли-
посомами из (ФХ+ЭМГ) и (ФХ+ЭМГ+Cas-Na)
усиливает этот эффект, вызывая дополнительное
снижение τC1 еще на 8%. В группах 4, 6 и 7 τC1 до-
стоверно увеличивается по сравнению с кон-
трольной группой 8 и приближается к значениям,
характерным для молодых животных группы 1.
Жесткость поверхностных слоев липидов в липо-
сомах из суммарных липидов печени (параметр
упорядоченности S) с возрастом статистически
достоверно увеличивается в 1.25 раза; диеты, ис-
пользуемые в группах 4, 5, 6 и 7, не влияют на этот
процесс, снижение этой величины до уровня нор-
мы наблюдается только в группах 2 и 3. На рис. 6
приведены данные о микровязкости липидов и их
упорядоченности в липосомах из липидов голов-
ного мозга различных групп животных. Следует
отметить, что оба изучаемых параметра (τC1 и S)

Рис. 5. Микровязкость глубоколежащих слоев (а) и степень упорядоченности поверхностных слоев (б) липидов в
липосомах из липидов печени мышей, содержащихся на различных липосомных диетах.
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существенно превышают аналогичные характе-
ристики для липосом из печени тех же животных:
если в липосомах из липидов печени параметр τC1
изменяется в пределах от 8×10–10 до 11×10–10 с, а
S – от 0.45 до 0.6, то в липосомах из липидов го-
ловного мозга уровень этих изменений составля-
ет (12–14)×10-10 с и 0.65–0.75 соответственно.
Это связано с относительно более высоким со-
держанием холестерина и более низким содержа-
нием ПНЖК в липидах головного мозга по срав-
нению с липидами печени по отношению к сум-
марным липидам этих органов [27]. 

В липосомах из липидов головного мозга
(рис. 6), так же как и в липосомах из липидов пе-
чени, с увеличением возраста животных наблю-
дается уменьшение параметра τC1 в 1.1 раза, при-
ем большинства диет приводил к увеличению
этого параметра, наиболее достоверное измене-
ние отмечено в группе 5, которая принимала дие-
ту (ФХ + ЭМГ + Cas-Na). Сопоставление изме-
нений τC1 и S в липосомах из липидов печени и
головного мозга (таблица) говорит об отсутствии
аналогии в изменении вязкостных параметров
липидов этих органов после приема нанолипосо-
мальных комплексов. Вязкостные характеристи-
ки липидов зависят от целого ряда параметров:
степени ненасыщенности липидов, относитель-
ного содержания фосфолипидов и холестерина,
отношений холестерин:общие липиды; холесте-
рин:фосфолипиды; холестерин:сфингомиелин и
т.д. [28–33]. При этом холестерин в зависимости
от его концентрации и характера взаимодействия
с ПНЖК и НЖК может играть двойственную
роль – как увеличивать, так и уменьшать вязкость
липидного бислоя [31–33]. Поскольку в наших
экспериментах мы оценивали структурные изме-
нения в липосомах, приготовленных из сложной
смеси липидов, вполне объяснимо, что для каж-

дой конкретной группы животных трудно выде-
лить какой-либо единственный параметр, внося-
щий определяющий вклад в величины τC1 и S. 

Известно, что микровязкость глубоко лежа-
щих слоев липидов в биологических мембранах и
липосомах во многом определяется составом
жирных кислот липидов [28–30]. Так как исполь-
зование предложенных нами диет было направ-
лено именно на изменение этого состава, что и
было установлено в нашей предыдущей работе
[12], мы оценили степень корреляции между па-
раметром τC1 и различными общими характери-
стиками состава жирных кислот, результаты при-
ведены в таблице. В липосомах из липидов пече-
ни была обнаружена достаточно хорошая и
статистически достоверная (p < 0.05) корреляция
между τC1 и ∑(ПНЖК + МНЖК)/∑НЖК; анало-
гичная, но менее достоверная (p < 0.1) зависи-
мость между этими же величинами установлена и
для липосом из головного мозга. Принимая во
внимание тот факт, что выводы литературных ис-
точников о закономерностях зависимости мик-
ровязкости липидов в липосомах основываются
на экспериментах, проведенных с использовани-
ем фосфолипидов достаточно простого состава
[29, 31–33], а в экстрактах из органов мышей при-
сутствует не только большое разнообразие фос-
фолипидов, но и нейтральные липиды, можно
считать полученные нами корреляции вполне
удовлетворительными. 

Так как в системе регуляции ПОЛ микровяз-
кость липидов тесно связана с уровнем их анти-
окислительной активности (АОА), а ранее нами
было установлено, что все используемые наноли-
посомальные комплексы влияли на суммарную
АОА и печени, и головного мозга мышей [13], мы
также использовали данные этой работы для кор-
реляции с параметром τC1 . Из таблицы следует,

Рис. 6. Микровязкость глубоколежащих слоев (а) и степень упорядоченности поверхностных слоев (б) липидов в
липосомах из липидов головного мозга мышей, содержащихся на различных липосомных диетах.
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что между τC1 и АОА в липосомах и из липидов
печени, и из головного мозга существует досто-
верная, хотя и не очень высокая корреляция. Так
как в качестве антиоксиданта в нанокомплексах
было использовано ЭМГ, действующим компо-
нентом которого является эвгенол, то мы можем
сравнить его эффект на τC1 в липосомах из ФХ
сои in vitro и в нашем эксперименте. Ранее нами
было установлено, что ЭМГ снижало τC1 липосом

из ФХ сои [34]. Аналогичный эффект мы наблю-
даем и в эксперименте in vivo (группы 2 и 3). Та-
ким образом, данный антиоксидант одинаково
действует на структуру липосом, и его эффект не
зависит от степени сложности липидного состава.
Интересно отметить, что, по-видимому, это
свойство эвгенола не является типичным для ан-
тиоксидантов, так как ранее нами было установ-
лено, что такие антиоксиданты, как фенозан
калия и α-токоферол, увеличивали τC1 и в биоло-
гических мембранах, и в липосомах, приготов-
ленных из их липидов [35–36]. Необходимо отме-
тить и такой интересный факт, как значительное
увеличение τC1 в липосомах из липидов печени
группы 5 и липосомах из липидов головного моз-
га групп 4, 6 и 7, в нанолипосомы которых входил
Cas-Na. Такой же эффект этого белка был зафик-
сирован нами и в экспериментах in vitro при ин-
капсуляции липосом в белок [34]. Однако в экс-
перименте in vivo белок присутствовал только в
тех липосомах, которые были включены в диету,
но не в липидных экстрактах, из которых готови-
лись липосомы, т.е. его влияние было опосредо-
ванным. 

Параметр упорядоченности в поверхностных
слоях липидов S статистически достоверно воз-
растает по мере старения мышей в липосомах из
липидов печени (группа 8 по сравнению с груп-
пой 1) и не изменяется в липосомах из липидов
головного мозга. Диеты, используемые в группах
2 и 3, существенно и достоверно снижают этот
показатель и в липосомах из липидов печени, и в
липосомах из липидов головного мозга и не меня-
ют его в группах 6 и 7. Достаточно хорошей корре-
ляции между S и АОА не обнаружено, хотя ее
можно было бы ожидать, так как антиоксиданты
как раз встраиваются в поверхностные слои ли-
пидов [37, 38]. Можно предположить, что в значи-
тельной степени в изменение и этой характери-
стики, и τC1 может вносить и холестерин, содер-
жание которого может изменяться при
использовании нанолипосомальных диет, а влия-
ние на структурные изменения в мембранах зави-
сит от его концентрации [31, 32]. 

Важной характеристикой липосом являются
их размеры и поверхностный заряд, которые су-
щественно зависят как от их липидного состава
[39, 41], так и от включенных в них антиоксидан-
тов [40, 41]. Мы охарактеризовали липосомы,
приготовленные из липидов органов мышей всех
экспериментальных групп, по показателям гид-
родинамического диаметра липосом (D) и ζ-по-
тенциалу. Результаты представлены на рис. 7а.

В первую очередь обращает на себя внимание
тот факт, что липосомы, приготовленные из ли-
пидов головного мозга, весьма существенно (в
1.5–2.6 раза) меньше по размерам, чем липосомы
из липидов печени. Вероятно, это связано с раз-

Рис. 7. Средний диаметр D и ζ-потенциал липосом
из липидов печени (а) и головного мозга (б) мышей.
Зависимость диаметра липосом от относительного
содержания декозагексаеновой кислоты в жирных
кислотах (в)..
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личным составом липидов в этих органах – липи-
ды головного мозга содержат значительно больше
холестерина и меньше ПНЖК [27], что приводит
к более плотной и компактной структуре липосом
и согласуется с нашими результатами о микро-
вязкости и ригидности мембран из липидов го-
ловного мозга. При сопоставлении результатов о
размерах липосом и структуре мембран нами бы-
ло установлено, что между микровязкостью ли-
пидов и размерами липосом прямая взаимосвязь
отсутствует, но она имеет место для жесткости
мембран S и средним диаметром липосом вне за-
висимости от их происхождения (таблица). Абсо-
лютная величина отрицательного ζ-потенциала
(поверхностный заряд) липосом из липидов го-
ловного мозга на 25% выше, чем у липосом из ли-
пидов печени, что может быть связано с перерас-
пределением отрицательно заряженных фосфо-
липидов на внешней и внутренней поверхностях
липосом [39]. 

В работе [12] было установлено, что относи-
тельное содержание докозагексаеновой ПНЖК
(22:6 ω3) в жирных кислотах головного мозга мы-
шей в два-три раза выше, чем в жирных кислотах
липидов печени, при этом, как указывалось вы-
ше, липосомы из липидов головного мозга в 1.5–
2.6 раза меньше по размерам; для диаметров ли-
посом, приготовленных из липидов обоих орга-
нов, наблюдается хорошая обратная зависимость
от относительного содержания докозагексаено-
вой кислоты в жирных кислотах (рис. 7в) с коэф-
фициентом корреляции R = 0.836. Этот факт мо-
жет свидетельствовать о значительном влиянии
длинноцепочечной докозагексаеновой ПНЖК в
формировании липосом. 

Возрастные изменения приводят к тому, что
гидродинамический диаметр липосом из липидов
печени увеличивается в 1.7 раза, поверхностный
заряд становится более отрицательным в 1.3 раза,
в то время как в липосомах из липидов головного
мозга гидродинамический диаметр уменьшается
в 1.1 раза, а поверхностный заряд – увеличивается
в 1.2 раза. Таким образом, возрастные изменения
в печени и головном мозге идут в противополож-
ных направлениях и в печени выражены более
значительно. Все диеты приближали размеры и
поверхностный заряд липосом к уровню, харак-
терному для липосом из липидов органов моло-
дых животных. 

Подводя итоги работы, можно сделать следую-
щие выводы: прием различных нанолипосомаль-
ных диет оказывает влияние на такие физико-хи-
мические свойства липидов печени и головного
мозга, как их способность к окислению и микро-
вязкость, причем изменения в окисляемости но-
сят более однотипный характер по сравнению с
изменениями в структурном состоянии липидов.
Наибольшая зависимость параметров, характе-

ризующих ПОЛ и структурное состояние липи-
дов в сложных системах переменного липидного
состава, выявлена для величин ∑(ПНЖК +
+ МНЖК) и ∑(ПНЖК + МНЖК)/ ∑НЖК соот-
ветственно; размеры липосом зависят от степени
упорядоченности поверхностных липидов липо-
сом. Физико-химические свойства липидов су-
щественно изменяются с возрастом животных,
прием нанолипосомальных диет корректирует
эти изменения и приближает уровень исследуе-
мых параметров к исходному состоянию, харак-
терному для здоровых молодых животных, диета с
липосомами состава (ФХ + ЭМГ + РЖ + Cas-Na)
была наиболее эффективной и может быть реко-
мендована для практического применения.
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Physicochemical Properties of Liposomes Made from Lipids of Liver 
and Brain of Mice Receiving Nanolipid Complexes

 N.P. Palmina, N.N. Sazhina, N.G. Bogdanova, A.S. Antipova, E.I. Martirosova, I. G. Plashchina,
V.V. Kasparov, and M.G. Semenova

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

The physicochemical properties of lipids of the most important organs (liver and brain) of mice that received
nanoliposomal complexes of different compositions in a long-term diet (3 months) were studied. The com-
ponents of nanoliposomal complexes included: soy phosphatidylcholine, clove essential oil, fish oil and so-
dium caseinate. Liposomes were prepared by mixing lipids from the investigated organs and checked whether
they were able to initiate oxidation. The structure of the lipid bilayer in regions of the localization of 5-doxyl
and 16-doxyl stearic acids spin probes, and the size and charge of liposomes were also determined. It was
found that all the studied parameters changed significantly with the age of the animals: lipids from both or-
gans had a reduced capacity for oxidation; microviscosity decreased and cells enlarged; the size of liposomes
from liver lipids increased while the size of liposomes from brain lipids decreased; after diet feeding, the stud-
ied values of mice were closer to those typical of young animals. Correlation was found between the rate of
lipid oxidation and microviscosity upon changing fatty acid composition, and liposome size was correlated
with the parameter showing how lipid layers arrange themselves over the membrane surface.

Keywords: liposomes, lipid oxidative capacity, membrane structure, diameter and charge of liposomes
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С помощью спектроскопии комбинационного рассеяния исследовали изменения конформация ге-
ма и глобина гемоглобина при варьировании рО2 в среде инкубации эритроцитов и гемоглобина.
При изменении pO2, в спектрах комбинационного рассеяния гемоглобина в эритроците и в раство-
ре наблюдаются изменения ряда характерных полос как в области 1000–1700 см–1 (валентные коле-
бания гема), так и в высокочастотной области спектра (2800–3000 см–1, валентные колебания ами-
нокислот глобина). Установлено, что зависимость степени оксигенации гемоглобина (sO2), рассчи-
танной из параметров спектра комбинационного рассеяния, характеризуется S-образной кривой
только для гемоглобина в эритроците. Установлено, что различия в конформация гема при измене-
нии рО2 меняют его способность образовывать и комплексы с NO. При увеличении рО2 изменения
конформация гема гемоглобина в клетке сопровождаются увеличением вклада боковых –СН3-
групп колебаний полуколец пиррола и групповых колебания связей полуколец пиррола, а конфор-
мации глобина гемоглобина обусловлено увеличением вклада колебаний Н-метиновых групп и
симметричных концевых метиленовых групп аминокислот. 

Ключевые слова: рамановская спектроскопия, гемоглобин, эритроцит, рО2.
DOI: 10.31857/S0006302921050112

Известно, что связь между рН, CO2 и срод-
ством гемоглобина (Гб) к O2 в эритроците описы-
вается эффектом Бора: снижение рH в суспензии
эритроцитов приводит к уменьшению сродства
Гб к кислороду и увеличению P50 [1, 2]. Этот эф-
фект характеризует усиление диссоциации Гб и
O2 в эритроците при увеличении рCO2 до 40 мм
рт. ст. (смесь растворенного газа (5%), бикарбо-
ната (H+ и HCO3, 80–90%) и карбоната гемогло-
бина (5–13%). Как и O2, CO2 легко диффундирует
через мембрану эритроцита и переводится карбо-
ангидразой в HCO3

– и H+. Образующиеся ионы
H+ могут связываться с остатками гистидина в
глобине, снижая его сродство к O2 (T-форма).
Кроме того, снижение внутриклеточного pH сти-
мулирует синтез 2,3-дифосфоглицерата, что допол-
нительно уменьшает сродство Гб к O2. HCO3

–, об-

разующийся при активации карбоангидразы, пе-
реносится из эритроцитов в обмен на Cl– белком
полосы 3 (БП3). Координация между активно-
стью карбоангидразы и БП3 осуществляется в
мембране эритроцита: карбоангидраза связана с
C-концевым доменом БП3, который обеспечива-
ет транспорт HCO3

–/Cl–. Поскольку в каждом
эритроците содержится около миллиона БП3, об-
мен происходит быстро и завершается на 90% в
течение 0.4–0.5 с [3, 4].

В капиллярах легких Т-форма Гб (без связан-
ного O2) характеризуется высоким сродством к
O2 и связывание O2 с Гб (R-форма) осуществляет-
ся благодаря конформационным изменениям Гб.
Об этом свидетельствует и тот факт, что глобин, у
которого аланин в «гемовом кармане» заменен на
аспартат, обладает более низким сродством к O2,
так как отрицательный заряд карбоксильной
группы препятствует формированию комплекса
«атом железа – супероксид-анион». Анализ
структуры Гб свидетельствует о том, что в процес-

Сокращения: Гб – гемоглобин, БП3 – белок полосы 3,
дГб – дезоксигемоглобин, КР – комбинационное рассея-
ние, оГб – оксигемоглобин.
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се связывания O2 существенную роль играют
факторы, обусловленные как изменением длины
связей Fe–N гема, так и ограничениями локали-
зации O2 в участке связывания [5]. 

Отметим, что у позвоночных способность Гб
переносить O2 регулируется дополнительно кле-
точными процессами: как за счет активности пе-
реносчиков ионов (например, Na+/Н+-обмен-
ник), контролирующим внутриклеточный рН и
объем клеток [6–9], так и за счет обратимого свя-
зывания дезоксигемоглобина (дГб) эритроцита с
компонентами цитоскелета (БП3) [10–12]. Ранее
с помощью метода комбинационного рассеяния
(КР) было установлено, что изменения конфор-
мации гема и глобина как в цельной крови и вы-
деленных эритроцитах, так и, собственно, моле-
кул гемоглобина могут быть различными в норме
и при патологии [13]. Очевидно, что изменения
конформации Гб в клетке обусловлены различ-
ным рО2 (гипоксия). Однако исследований, сви-
детельствующих об изменениях конформации ге-
ма и глобина непосредственно в нативном эрит-
роците при разном парциальном давления
кислорода в среде инкубации (рО2), явно недо-
статочно [4, 6, 14–17]. 

Задачей данной работы было исследование из-
менений конформации Гб (гем и глобин) в эрит-
роците и Гб в растворе при различном рО2. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служила кровь здоро-

вых доноров (n = 10, возраст 20–40 лет), которую
отбирали из кубитальной вены в вакуумные про-
бирки Vacuette (Greiner Bio-One, Австрия) и хра-
нили при 4°С. В качестве антикоагулянта исполь-
зовали гепарин (20–50 Ед/мл крови). Фракцию
эритроцитов получали с помощью центрифуги-
рования при 1500 g в течение 10 мин при 4°С
(Laborfuge 400R, Heraeus, Германия). Осадок три-
жды отмывали в буфере (145 мМ NaCl, 5 мМ KCl,
4 мM Na2HPO4, 1 мM NaH2PO4, 1 мМ MgSO4,
5 мМ глюкозы (Sigma, США), рН 7.4). Суспензию
эритроцитов (Ht = 40%) хранили при 4°С и ис-
пользовали в эксперименте в течение трех часов
после выделения. Гемоглобин выделяли из эрит-
роцитов при инкубации клеток в буфере (4 мM
Na2HPO4, 1 мM NaH2PO4, рН 7.4) в соотношении
1:10 (гемолиз) с последующим удалением клеточ-
ных мембран центрифугированием в течение
10 мин при 6000 g и 4°С. Концентрацию гемогло-
бина (далее – раствор Гб) определяли спектрофо-
тометрическим методом (длина волны 415 нм) с
помощью спектрофотометра Hitachi 557 (Япо-
ния).

Изменение содержания кислорода в пробе про-
водили с помощью продувки газовой смесью

(смесь А: азот и 0.04% СО2 (ООО «ПГС-сервис»,
Россия)) над средой инкубации с объектом иссле-
дования (объем пробы 2 мл (Ht = 40%) в течение
20 мин) при постоянном перемешивании (при
18–21°С, скорость потока газовой смеси 0.1
л/мин) [17, 18]. При формировании смеси с требу-
емым парциальным давлением кислорода (смесь
Б) внутри герметичного бокса проводили смеши-
вание определенных долей смеси А и кислорода
(рО2 контролировали при помощи электрода КЕ-
25 (Figaro Engineering Inc., Япония)). Все манипу-
ляции при заполнении капилляров осуществляли
в герметичном боксе при постоянной подаче га-
зовой смеси Б с требуемым уровнем рО2. Для это-
го внутри герметичного бокса образец помещали
в предварительно продутые в течение 2 мин сме-
сью Б стеклянные капилляры (диаметр попереч-
ного сечения 1 мм, ООО «Агат-Мед», Россия).
Для нормализации избыточного давления смеси
Б в боксе применяли воздушный клапан с поро-
гом срабатывания около 1 атм. В качестве контро-
ля использовали суспензию эритроцитов и Гб,
приготовленные в тех же условиях, но вместо бес-
кислородной газовой смеси А использовали воз-
дух. После заполнения капилляры герметично за-
паивали и хранили при температуре 4°С не
более 3 ч.

Используемые в работе параметры вытесне-
ния кислорода позволяют получить пробы сус-
пензии эритроцитов и раствора гемоглобина в со-
стоянии нормобарической гипоксии, поскольку
после вытеснения О2 в пробах увеличивалась до-
ля дГб (определяли путем регистрации и анализа
спектров КР, методику см. ниже).

Исследование конформации гема и глобина ге-
моглобина проводили методом спектроскопии
комбинационного рассеяния. Спектры КР реги-
стрировали с помощью конфокального микро-
скоп-спектрометра NTEGRA-SPECTRA (NT-
MDT, Россия) в диапазоне 1000–3000 см–1 с ша-
гом измерения 0.8 см–1, регистратор — ССD-де-
тектор с Пельтье-охлаждением до температуры –
50°С (объектив 5× с апертурой 0.15, решетка
600 штр/мм), мощность лазера на образце состав-
ляла не более 3 мВт, длина волны возбуждения –
532 нм, время регистрации одного спектра – 10 с,
количество накоплений сигнала – 3. Количество
повторов для каждого эксперимента (образец при
заданном парциальном давлении кислорода) –
12. Обработка спектров включала в себя вычита-
ние базовой линии и сглаживание спектров в
программе Origin2017 (OriginLab Corp., США). 

Для оценки изменений конформации гема и
глобина молекулы Гб использовали величины со-
отношений интенсивностей характерных полос
спектра КР [18–23]: 
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1. I1375/I1127 – вклад колебаний боковых –СН3-
групп полуколец пиррола в гемопорфирине, вы-
раженных при изменении конформации глобина
в непосредственной близости от гема; соотноше-
ние характеризует выраженность симметричных
и ассиметричных колебаний пиррольных полуко-
лец (изменение величины характеризует переход
конформации Гб из T-формы (дГб) в R-форму
(оксигемоглобин, оГб). Как правило, чем выше
данное отношение, тем выше вероятность нахож-
дения гема в R-форме;

2. I1375/I1172 – вклад ассиметричных и симмет-
ричных колебаний пиррольных колец в гемопор-
фирине; величина отношения зависит от воздей-
ствия на гем белкового окружения глобина, а так-
же от изменений пирролов в геме;

3. (I1355/I1550)/(I1375/I1580) – вклад связей сим-
метричных колебаний пиррольных колец (связи
СаСb, СaN и СaNСa) в молекулах дГб (1355 и
1580 см–1) и Гб, связанного с лигандами (1375 см–1

и 1550 см–1). Данное соотношение характеризует
способность Гб выделять лиганды;

4. I1640/I1375 – характеризует выраженность ко-
лебаний метиновых мостиков по отношению к
симметричным колебаниям пиррольных колец
гема;

5. I1580/I1550 – вклад колебаний метиновых мо-
стиков между пирролами в гемопорфирине, вы-
раженных при деформации макроцикла (характе-
ризует сродство Гб к лигандам, в частности к O2);

6. I1618/I1580 – вклад валентных колебаний
(C1C2) винильных групп к CaCmH, колебаниям
метиновых мостиков, характеризующие относи-
тельное число комплексов гемоглобина с NO
(комплекс Гб-NO(I));

7. I2850/I2880 – вклад симметричных колебаний
метиленовых групп –СН аминокислот глобина;

8. I2930/I2850 – вклад колебаний симметричных
концевых метиленовых групп аминокислот гло-
бина;

9. I2880/I2930 – вклад колебаний Н-метиновых
групп аминокислот глобина.

В качестве маркера, свидетельствующего о
полном вытеснении кислорода из пробы (увели-
чение доли дГб), использовали эффект отсут-
ствия в КР-спектре полосы 1375 см–1 и появление
полосы 1355 см–1. Степень оксигенации эритро-
цитов (sO2) рассчитывали из спектров КР по фор-
муле: sO2 = 203х – 38, где х – величина соотноше-
ния I1585/(I1585 + I1552) [23, 24].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе исследования установлено, что при из-
менении pO2 в спектрах КР Гб в эритроците и в
растворе наблюдаются изменения ряда характер-
ных полос как в области 1000–1700 см–1 (валент-
ные колебания гема), так и в высокочастотной
области спектра 2800–3000 см–1 (валентные ко-
лебания аминокислот глобина (рис. 1). При уве-
личении pO2 (в диапазоне от 5.0 до 159.6 мм
рт. ст.) в гемопорфирине Гб (как в клетке, так и в
растворе) меняется амплитуда полос 1355 см–1,
1375 см–1, 1552 см–1и 1640 см–1 КР спектра, а так-
же выявлено смещение полосы 1620 см–1 КР-
спектра к 1585 см–1. Этот результат свидетель-
ствует об изменениях конформации гема Гб при
связывании О2 (рис. 1а) [21, 22, 25]. В аналогич-
ных условиях эксперимента выявлены измене-
ния интенсивности полос в высокочастотной об-
ласти КР-спектра 2800–3000 см–1 (2850 см–1,
2880 см–1 и 2930 см–1), свидетельствующие об из-
менениях конформации глобина Гб и сопровож-
дающие связывание О2 (рис. 1б). Установлено,
что зависимость степени оксигенации Гб (sO2),
рассчитанной из параметров спектра КР (см. раз-
дел «Материалы и методы»), характеризуется
S-образной кривой только для гемоглобина в
эритроците (рис. 1в). 

Как отмечалось выше, соотношения интен-
сивности полос КР-спектра характеризуют вклад
различных связей молекулы в изменение кон-
формации Гб [13, 17, 19]. Из сравнения зависимо-
сти сатурации Гб О2 от рО2 в крови (рис. 2, точеч-
ная кривая [14]), с изменениями соотношения
интенсивностей полос КР-спектра, характеризу-
ющими конформацию гема (I1375/(I1355 + I1375),
вклад боковых СН3- групп колебаний полуколец
пиррола гема (I1375/I1127) и связей полуколец пир-
рола в геме (I1375/I1172), а также вклад валентных
колебаний винильных групп гемопорфирина
(I1550/I1580) следует, что конформация гема раз-
лична в области 0–15 мм рт. ст. («лаг-период»), в
области 15–60 мм рт. ст. («линейная зависи-
мость») и в области 70–120 мм рт. ст. («насыще-
ние») (рис. 2а–г). 

В области «линейной зависимости» конфор-
мация гема (I1375/(I1355 + I1375) в эритроцитах и
растворе Гб различны (рис. 2а): связывание О2 ге-
мом Гб в растворе происходит медленнее, чем
связывание О2 Гб в эритроците. Установлено, что
в аналогичных условиях (в области 25–120 мм
рт.ст.) вклад в изменение конформации гема Гб
боковых –СН3-групп колебаний полуколец пир-
рола гема (рис. 2б) и групповых колебаний связей
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полуколец пиррола в геме более выражен для Гб в
эритроците, чем для Гб в растворе (рис. 2в). При
увеличении рО2 до 60 мм рт. ст. вклад валентных
колебаний винильных групп (I1550/I1580) в изме-
нение конформации гема более выражен для Гб в
клетке (рис. 2г). 

В спектре КР гема выявлены полосы, измене-
ние соотношения которых свидетельствует о раз-
личном сродстве к лигандам (в данном случае к
О2 (I1355/I1550)/(I1375/I1580)) и сродству к NO
(I1618/I1580). Установлено, что при увеличении
рО2 сродство Гб к лигандам и к NO меняется раз-
лично (рис. 3а,б). Так, конформация гема, харак-
теризующая сродство к лигандам, снижается и
меняется аналогично как для гема Гб в эритроци-
те, так и для Гб в растворе (рис. 3а). Отметим, что

при увеличении рО2 конформация гема, характе-
ризующая сродство Гб к NO, меняется различно:
уменьшается вклада колебаний (C1C2) виниль-
ных групп по сравнению с CaCmH колебаниями
метиновых мостиков (I1618/I1580) у Гб в клетке, и
этот параметр увеличивается у Гб в растворе
(рис. 3б). Этот результат свидетельствует о том,
что различия в конформация гема при изменении
рО2 меняют его способность образовывать и ком-
плексы с NO [26, 27]. 

В следующей серии экспериментов исследова-
ли изменения конформации глобина (валентные
колебания аминокислот глобина) при увеличе-
нии рО2. Регистрация КР в высокочастотной об-
ласти спектра (2800–3000 см–1) свидетельствует о
том, что вклад симметричных колебаний СН-ме-

Рис. 1. Зависимости величины интенсивности КР эритроцитов (а) и раствора гемоглобина (б) от величины
парциального давления кислорода (величина давления указана на рисунке в подписях к спектрам). Пики 1585 и
1640 см–1 характеризуют колебания метиновых мостиков, пики 1335 и 1375 см–1 – симметричные колебания
пиррольных колец; пик 1127 см–1 характеризует колебание метильных радикалов, пик 1172 см–1 характеризует
асимметричные колебания пиррольных колец. Спектры нормированы на величину максимума полос 1500–1600 см–1.
(в) – Зависимость sO2 от величины парциального давления кислорода: квадраты – суспензия эритроцитов, кружки –
гемоглобин.
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тиленовых групп аминокислот (I2850/I2880) у Гб в
эритроците не меняется и обратимо снижается у
Гб в растворе, свидетельствуя, вероятно, об обра-
тимых изменениях плотности упаковки амино-
кислот (рис. 3в). В аналогичных условиях вклад
колебаний Н-метиновых групп аминокислот
(I2880/I2930) Гб в растворе снижается, а в Гб эрит-
роцитов выявлен максимум при 40–50 мм рт. ст.
(рис. 3г). При увеличении рО2 вклад симметрич-
ных концевых метиленовых групп аминокислот
(I2930/I2850) глобина Гб в растворе не меняется, но
возрастает у Гб в эритроците (рис. 3д). Возможно,
в этих условиях (область «линейной зависимо-
сти») у глобина эритроцита происходит конфор-
мационный переход как за счет изменения упоря-
доченности, так и полярного окружения амино-
кислот белка (рис. 3г,д). 

Итак, при изменении рО2 конформация гема и
глобина меняется различно при локализации Гб в
растворе и в клетке. Известно, что у дГб двухва-
лентный атом железа находится в высокоспино-
вом, пятикоординированном состоянии и сме-
щен от плоскости порфиринового макроцикла
(«куполообразная» форма). При связывании О2
атом железа остается двухвалентным, но перехо-
дит в низкоспиновое, шестикоординированное
состояние, при этом длина связи Fe–N уменьша-
ется от 2.06 до 1.98 Å, а порфириновый макро-
цикл характеризуется «плоской» формой [28]. У
оГб проксимальные гистидины смещены на 0.5–
0.6 Å ближе к плоскостям макроцикла, чем в дГб.
При потере связанного с атомом железа H2O и
восстановлении атома железа Гб до трехвалент-
ного железа в R-форме Гб атом железа смещается
от плоскости порфиринового макроцикла на

Рис. 2. Изменения величин соотношений интенсивностей полос КР-спектра в зависимости от рО2 для суспензии
эритроцитов (черные квадраты) и раствора Гб (Гб, серые квадраты): (а) – относительное число комплексов оГб, (б) –
вклад боковых –СН3-групп колебаний полуколец пиррола гема, (в) – групповые колебания связей полуколец
пиррола в геме, (г) – вклад валентных колебаний винильных групп гема. Точечные кривые – зависимости сатурации
О2 от рО2 в крови [14]; * – статистически значимое различие от полностью дезоксигенированной формы Гб. Данные
представлены в виде среднего значения ± ошибка среднего.
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0.2 Å, и порфирины приобретают «куполообраз-
ную» форму. Нами установлено, что при связыва-
нии О2 (область «линейной зависимости») кон-
формация гема (I1375/(I1355 + I1375) в эритроцитах
и растворе Гб различны: связывание О2 гемом Гб в
растворе происходит менее выражено, чем связыва-
ние О2 Гб в эритроците (рис. 2а). Установлено, что

вклад боковых –СН3-групп колебаний полуколец
пиррола гема (рис. 2б) и групповые колебания свя-
зей полуколец пиррола в геме (рис. 2в) в изменении
конформации гема Гб более выражены для Гб в
эритроците, чем Гб в растворе. 

Известно, что в цитохроме с гемы могут нахо-
диться в разных конформациях: «плоской, скру-

Рис. 3. (а) – Сродство Гб к лигандам (в первую очередь, к О2); (б) – относительное число комплексов гемоглобина с
NO(I); (в) – отношение симметричных колебаний –СН метиленовых групп аминокислот к несимметричным колеба-
ниям; (г) – вклад колебаний Н метиновых групп аминокислот, определяется конформационной подвижностью; (д) –
отношение вклада колебаний симметричных концевых метиленовых групп к симметричным колебаниям метилено-
вых групп аминокислот; (е) – колебания метиновых мостиков гема, соотношение интенсивности полос спектра КР
I1640/I1375 обратно пропорционально степени скручивания гема. * – Статистически значимое различие от полностью
дезоксигенированной формы Гб. Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка среднего.
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ченной, куполообразной, седловидной» и т.д. В
цитохроме с «скрученная» конформация гема
снижает эффективность переноса электронов
[29]. Вероятно, гем находится в «скрученной»
конформации, когда пиррольные кольца повер-
нуты в разные стороны относительно оси Fe–N.
Известно, что полоса 1640 см–1 спектра КР гема
характеризует колебания метиновых мостиков
гема: в «плоской» конформации вероятность ко-
лебаний метиновых мостиков велика, тогда как в
«скрученной» конформации эти колебания за-
труднены; чем более выражен пик 1640 см–1, тем
в более «плоской» конформации находится гем
[30]. В связи с этим соотношения интенсивности
полос спектра КР I1640/I1375 и I1172/I1375 гема ци-
тохрома с должны быть обратно пропорциональ-
ны степени «скручивания» гема и чем больше ве-
личина этих соотношений, тем в более «плоской»
конформации находится гем. В наших экспери-
ментах установлено, что при увеличении рО2 пе-
реход от «плоской» конформации гема к «скру-
ченной» конформации более выражен для Гб в
растворе, чем для Гб в клетке (рис. 3е). 

Отметим, что обнаруженные изменения кон-
формации гема сопровождаются различиями в
конформации глобина Гб как в клетке, так и рас-
творе. Известно, что при переходе из дГб в оГб
конформационные изменения передаются гло-
бину как за счет проксимальных гистидинов бел-
ка, так и прилегающих к ним аминокислотных
остатках молекулы белка (Gl-4, H18-21 и HCl-3)
[31]. При связывании О2 с атомом железа порфи-
риновый макроцикл гема принимает плоскую
форму и поворачивается по часовой стрелке на
10°, что меняет конформацию глобина за счет
расположения ряда аминокислот (например, Leu
FG3 и Val FG5). В Т-форме аминокислоты (на-
пример, Val) блокируют сайт связывания О2 с
атомом железа, а в R-форме это препятствие
устраняется за счет сдвига спиралей D и E и сег-
мента CD. В Т-форме N- и С-концы глобина об-
разуют водородные связи, а в R-форме эти водо-
родные связи разорваны, концевые остатки более
подвижны и их pKas падает при увеличении рО2
[28]. Нами установлено, что в клетке при увеличе-
нии рО2 изменения конформации глобина Гб
обусловлены увеличением вклада колебаний
Н-метиновых групп аминокислот (рис. 3г) и сим-
метричных концевых метиленовых групп
(рис. 3д). В растворе при увеличении рО2 измене-
ния конформации глобина Гб обусловлены обра-
тимым снижением вклада симметричных колеба-
ний СН-метиленовых групп аминокислот
(рис. 3в) и колебаниям Н-метиновых групп ами-
нокислот Гб (рис. 3г). 

По-видимому, конформация гема Гб, локали-
зованного в цитоплазме (в отличие от Гб в раство-

ре), другая, что и способствует более эффектив-
ному перераспределению О2 в «высококонцен-
трированном гемоглобиновом окружении» в
цитоплазме [33–35]. Вероятно, изменение кон-
формация гема является важным фактором эф-
фективного переноса О2 как между молекулами
оГб и дГб при связывании Гб с БПЗ в плазматиче-
ской мембране, так и при формировании олиго-
мерных структур («кластеров») Гб в цитоплазме
клетки, способствующих изменению конформа-
ции гема дГб и «эстафетной» передаче О2 от оГб. 
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Investigation of Hemoglobin Conformation within Erythrocytes under Different Levels 
of the Partial Pressure of Oxygen

 O.V. Slatinskaya*, O.G. Luneva*, L.I. Deev*, P.I. Zaripov*, and G.V. Maksimov*, **

*Department of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119892 Russia

**National University of Science and Technology "MISiS", Leninskiy prosp. 4, Moscow, 119049 Russia

Through the use of Raman spectroscopy, changes in the conformation of heme and globin in hemoglobin in
response to a change in the partial pressure of oxygen (pO2) have been investigated in the incubation medium
for erythrocytes and hemoglobin. Raman spectra of hemoglobin within erythrocytes in a solution showed
that a number of characteristic bands in the range of 1000 to 1700 cm–1 (stretching vibrations from the heme
group) and in the high frequency range of 2800 to 3000 cm–1 (stretching vibrations from globin amino acids)
also change under different pO2 levels. It was found that the hemoglobin-oxygen saturation (sO2) curve ob-
tained from Raman scattering data displays sigmoidal behavior only for hemoglobin within erythrocytes. It
was shown that differences in the conformation of heme under different pO2 levels affect the ability of hemo-
globin to form complexes with NO. As pO2 level increases, the conformational changes of hemoglobin heme
in the cell are accompanied by increased contribution of lateral-CH3-group vibrations of semirings of pyrrole
and group vibrations of bonds of semirings of pyrrole, while the conformation of hemoglobin globin is asso-
ciated with increased contribution of vibrations from H-methime groups and symmetric terminal methylene
groups of amino acids.

Keywords: Raman spectroscopy, hemoglobin, erythrocyte, partial pressure of oxygen 
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Мембрано-ассоциированные и секретированные экстраклеточные белки теплового шока 90
(Hsp90) играют важную роль в миграции, инвазии и метастазировании опухолевых клеток и счита-
ются перспективной терапевтической мишенью для создания противоопухолевых препаратов ан-
тиметастатического действия. Ранее были идентифицированы пептидные фрагменты сурвивина
(KHSSGCAFL) и Hsp70/Hsp90-организующего белка (KAYARIGNSYFK), которые обеспечивают
связывание этих белков с внутриклеточным Hsp90. Мы исследовали влияние этих Hsp90-связыва-
ющих пептидов на миграцию и инвазию клеток фибросаркомы человека HT1080 и глиобластомы
человека A-172. Hепроникающие в клетки Hsp90-связывающие пептидные фрагменты сурвивина и
Hsp70/Hsp90-организующего белка не проявляли цитотоксичности и антипролиферативной актив-
ности, в то время как проникающие в клетки Hsp90-связывающие пептиды, дополнительно содер-
жащие последовательность гомеодомена Antennapedia, были токсичны для клеток HT1080 и A-172.
Непроникающие в клетки Hsp90-связывающие пептиды незначительно снижали базальную (не-
стимулированную) миграцию и инвазию клеток, однако выраженно ингибировали миграцию/ин-
вазию клеток, стимулированную экстраклеточным Hsp90. Полученные результаты свидетельству-
ют, что непроникающие в клетки Hsp90-связывающие пептиды способны ингибировать актив-
ность экстраклеточного Hsp90, что приводит к подавлению миграции и инвазии клеток. Такие
пептиды обладают потенциалом для создания на их основе противоопухолевых препаратов антиме-
тастатического действия. 
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Белок теплового шока 90 (Hsp90) является мо-
лекулярным шапероном, выполняющим важные
внутриклеточные функции, связанные с контро-
лем фолдинга, стабильности, активации и дегра-
дации белков-клиентов Hsp90 [1]. На сегодняш-
ний день идентифицировано около 700 белков-
клиентов Hsp90, многие из которых являются он-
когенами [2, 3]. Ингибирование внутриклеточно-
го Hsp90 в опухолевых клетках вызывает деграда-

цию его белков-клиентов, нарушение различных
сигнальных путей и, как следствие, подавление
роста раковых клеток и их гибель [2, 3]. В этой
связи проникающие в клетки ингибиторы Hsp90
считаются перспективными препаратами для ле-
чения рака и некоторые из них в настоящее время
проходят клинические испытания [4].

Помимо внутриклеточной локализации Hsp90
также обнаруживается на поверхности нормаль-
ных и опухолевых клеток и секретируется опухо-
левыми клетками [5–10]. В опухолевых клетках
секреция Hsp90 и его уровень на плазматической
клеточной мембране повышены, что коррелирует
со способностью клеток к диссеминации из пер-
вичной опухоли [5]. Установлено, что экстракле-

Сокращения: Hsp90 – белок теплового шока 90, eHsp90 –
экстраклеточный белок теплового шока 90, Shp – пептид-
ный фрагмент 79-87 аа сурвивина, TPR – пептидный фраг-
мент 301-312 аа Hsp70/Hsp90-организующего белка, Ant –
пептид гомеодомена Antennapedia, ДМЕМ – среда Игла в
модификации Дальбекко, ЭБС – эмбриональная бычья
сыворотка.
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точный Hsp90 (eHsp90) стимулирует миграцию,
инвазию и метастазирование опухолевых клеток
[5–12]. Он связывается с рецепторами клеточной
поверхности (LRP1, HER2), что приводит к акти-
вации сигнальных путей, участвующих в мигра-
ции и инвазии клеток [7, 11, 12]. Кроме этого,
eHsp90 способен функционировать как шаперон,
связываясь с экстраклеточными мембрано-ассо-
циированными рецепторами, растворенными
белками клеточного микроокружения (напри-
мер, матриксными металлопротеиназами) и бел-
ками внеклеточного матрикса, тем самым регули-
руя их активность [6, 13, 14]. eHsp90 регулирует
экспрессию белков, связанных с процессами ми-
грации и инвазии клеток, например, матриксных
металлопротеиназ и интегринов [15, 16], а также
стимулирует образование миофибробластов (или
миофибробласто-подобных опухолеассоцииро-
ванных фибробластов), участвующих в процессах
ремоделирования внеклеточного матрикса и ин-
вазии [16, 17].

Было показано, что непроницаемые для кле-
ток ингибиторы Hsp90 – низкомолекулярные со-
единения, такие как DMAG-N-оксид (производ-
ное гелданамицина – ингибитора Hsp90) и STA-
12-7191 (производное ганетеспиба – ингибитора
Hsp90), иммобилизованный на гранулах агарозы
гелданамицин, а также Hsp90-специфические ан-
титела – связываются с экстраклеточным Hsp90 и
замедляют миграцию клеток, инвазию и диссе-
минацию опухоли в организме животных [6–10,
13]. Гепарин, ингибирующий взаимодействие
eHsp90 с гепарансульфат протеогликанами, рас-
положенными на плазматической мембране, так-
же снижает миграцию и инвазию опухолевых
клеток [18, 19]. Поскольку миграция и инвазия
опухолевых клеток являются ключевыми процес-
сами метастазирования, подавление подвижно-
сти опухолевых клеток представляется перспек-
тивным подходом в борьбе с метастазированием.
В этом контексте eHsp90 рассматривается как но-
вая привлекательная химиотерапевтическая ми-
шень для препаратов антиметастатического дей-
ствия, подавляющих миграцию и инвазию рако-
вых клеток.

Функционирование внутриклеточного Hsp90
осуществляется посредством взаимодействия с
белками-клиентами, различными шаперонами и
ко-шаперонами [1–3]. К настоящему времени
идентифицированы пептидные фрагменты от-
дельных белков-клиентов Hsp90, шаперонов и
ко-шаперонов, обеспечивающие взаимодействие
этих белков с внутриклеточным Hsp90. Присо-
единение к таким пептидным фрагментам после-
довательностей CPP (cell-penetrating peptides), та-
ких как ТАТ-пептид (фрагмент TAT HIV-1) или
пенетратин (фрагмент гомеодомена Antennape-
dia), обеспечивает проникновение Hsp90-связы-
вающих пептидов в клетки, что приводит к инги-

бированию взаимодействия Hsp90 с ко-шаперо-
нами и/или белками-клиентами, последующей
дестабилизации и деградации белков-клиентов
Hsp90. Как следствие, такие проникающие в
клетки Hsp90-связывающие пептиды подавляют
рост опухолевых клеток и индуцируют клеточную
гибель. Например, в последовательности белка
сурвивина, который активно экспрессируется во
многих типах раковых клеток и участвует в регу-
ляции митоза и подавлении запрограммирован-
ной гибели клеток [20], идентифицирован пеп-
тидный фрагмент KHSSGCAFL, названный
Shepherdin [21]. Проницаемый для клеток вари-
ант этого пептида связывается с внутриклеточ-
ным Hsp90 с высокой аффинностью и ингибиру-
ет его функционирование, что приводит к деста-
билизации ряда внутриклеточных белков-
клиентов Hsp90 и гибели клеток [21, 22]. 

Другим примером пептидомиметиков, подав-
ляющих функционирование внутриклеточного
Hsp90, является пептидный фрагмент KAYARI-
GNSYFK Hsp70/Hsp90-организующего белка,
адаптерного белка, который обеспечивает сайты
специфического связывания для Hsp90 и Hsp70,
что критически необходимо для сборки шаперон-
ной машины Hsp70/Hsp90 [23–25]. Hsp70/Hsp90-
организующий белок содержит специфические
TPR домены, состоящие из повторяющихся ами-
нокислотных последовательностей; из них домен
TPR2A распознает пять остатков на С-конце
Hsp90 [23]. Проницаемый для клеток пептидный
фрагмент домена TPR2A Hsp70/Hsp90-организу-
ющего белка препятствует ассоциации между
Hsp90 и Hsp70/Hsp90-организующим белком,
что приводит к гибели раковых клеток in vitro и в
опухолях мышей [24, 25]. Мы предположили, что
непроницаемые для клеток Hsp90-связывающие
пептиды могут подавлять Hsp90-зависимую ми-
грацию и инвазию клеток за счет связывания с
мембрана-ассоциированным eHsp90 и/или сво-
бодным eHsp90 из межклеточного пространства и
ингибирования их экстраклеточных функций.
При этом ингибирование eHsp90 не будет сопро-
вождаться подавлением функционирования
внутриклеточного Hsp90. В данной работе мы
продемонстрировали, что непроницаемые для
клеток Hsp90-связывающие пептидные фрагмен-
ты сурвивина и Hsp70/Hsp90-организующего
белка ингибируют миграцию и инвазию клеток
фибросаркомы HT1080 и глиобластомы A-172 че-
ловека, зависимую от экстраклеточного Hsp90.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы и реактивы. Общелабораторная

пластиковая посуда и пластиковая посуда для
культивирования клеток были производства ком-
паний Greiner (Австрия) и Corning Life Sciences
(США). Вставки в 24-луночные планшеты с по-
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лиэтилентерефталатной мембраной (размер пор 8
мкм) были производства компании Greiner (Ав-
стрия). В работе использовали среду Игла в моди-
фикации Дальбекко (среду ДМЕМ) и эмбрио-
нальную бычью сыворотку (ЭБС) производства
HyClone (США). Растворы версена и трипсина
были производства ООО «БиолоТ» (Санкт-Пе-
тербург, Россия). Остальные химические реакти-
вы приобретали в компании Sigma-Aldrich
(США).

Клеточные линии. В работе использовали кле-
точные линии фибросаркомы (HT1080) и глиоб-
ластомы (А-172) человека из коллекции клеточ-
ных культур Института цитологии РАН (Санкт-
Петербург). Клетки выращивали в среде ДМЕМ,
содержащей 10% ЭБС и антибиотики (по 40 Ед.
пенициллина, стрептомицина и гентамицина)
(ДМЕМ-10% ЭБС).

Синтез пептидов и очистка белков. Пептиды син-
тезировали методом твердофазной химии, очищали
с помощью высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с обращенной фазой (чистота > 98%) и
анализировали с помощью масс-спектрометрии. В
работе использовали следующие пептиды: пептид,
соответствующий последовательности сурвивина
между Lys-79 и Leu-87 (KHSSGCAFL, Shepherdin
(Shp)), и его скремблированный вариант (SKLACF-
SHG, scr-Shp); пептид, соответствующий последо-
вательности TPR2A Hsp70/Hsp90-организующего
белка между Lys-301 и Lys-312 (KAYARIGNSYFK,
TPR) и его скремблированный вариант (SYKARN-
GAFIYK, scr-TPR). Для получения проницаемых
для клеток пептидов к ним на N-конце добавляли
фрагмент последовательности гомеодомена Anten-
napedia (RQIKIWFQNRRMKWKK) и получали
проникающие в клетки пептиды: RQIKIWFQNR-
RMKWKKKHSSGCAFL (Ant-Shp), RQIKIWFQN-
RRMKWKKSKLACFSHG (Ant-scr-Shp), RQIKIW-
FQNRRMKWKKKAYARIGNSYFK (Ant-TPR) и
RQIKIWFQNRRMKWKKSYKARNGAFIYK (Ant-
scr-TPR). 

Очистка Hsp90 из мозга коров. Очистку натив-
ного Hsp90 из мозга коров проводили, как описа-
но ранее [26]. Мозг коров получали с местной
бойни. Чистота очищенного нативного Hsp90 со-
ставляла 95–98%. В очищенном Hsp90 содержа-
лись две изоформы Hsp90 – Hsp90a и Hsp90b, в
соотношении 9:1. Для экспериментов с культура-
ми клеток очищенный нативный Hsp90 диализо-
вали против среды ДМЕМ. Очищенный Hsp90 не
проявлял цитотоксичности и антипролифератив-
ной активности для клеток A-172 и HT1080 при
концентрациях до 1.0 мг/мл.

Определение цитотоксичности и антипролифе-
ративной активности пептидов. Синтетические
пептиды растворяли в диметилсульфоксиде. Пре-
параты пептидов разводили до необходимых кон-
центраций в среде культивирования. Определе-

ние цитотоксичности и антипролиферативной
активности проводили на клетках A-172 и HT1080
с использованием МТТ метода, как описано ра-
нее [27]. IC50 рассчитывали как концентрацию
пептида, вызывающую гибель 50% клеток за 72 ч.

Определение миграции и инвазии клеток in vitro.
Эксперименты проводили с использованием
вкладышей в 24-луночные планшеты с полиэти-
лентерефталатной мембраной (размер пор 8
мкм); для оценки инвазии клеток вкладыши с по-
лиэтилентерефталатной мембраной обрабатыва-
ли коллагеном VI (Trevigen, США). Для анализа
базальной (нестимулированной) миграции/инва-
зии клетки помещали во вкладыши в среде
ДМЕМ с бычьим сывороточным альбумином в
присутствии пептидов в разных концентрациях.
В качестве хемоаттрактанта в нижнем резервуаре
использовали ДМЕМ-5% ЭБС. Миграцию и ин-
вазию клеток оценивали через 6 и 24 ч соответ-
ственно. Прошедшие через полиэтилентерефта-
латную мембрану клетки фиксировали метило-
вым спиртом, окрашивали красителем
кристаллическим фиолетовым, лизировали и из-
меряли оптическую плотность при длине волны
595 нм (ОП595) с использованием планшетного
ридера iMark (Bio-Rad, США). Базальную мигра-
цию/инвазию оценивали по ОП595 клеток, ми-
грировавших через мембрану, за вычетом ОП595
клеток, прошедших через мембрану в отсутствие
хемотаксического градиента (спонтанная мигра-
ция/инвазия). Величину миграции контрольных
клеток без пептидов принимали за 100%. 

Оценку Hsp90-стимулированной мигра-
ции/инвазии проводили как описано выше, за
исключением того, что в среду с клетками добав-
ляли очищенный Hsp90 (50 мкг/мл) для стимуля-
ции миграции. ОП595 клеток, прошедших через
мембрану, определяли, как описано выше. Для
расчета Hsp90-индуцированной стимуляции ми-
грации/инвазии ОП595 спонтанно-мигрировав-
ших клеток вычитали из значений ОП595 клеток,
прошедших через мембрану по хемотаксическо-
му градиенту. После этого ОП595 нестимулиро-
ванных клеток вычитали из ОП595 Hsp90-стиму-
лированных клеток и разницу выражали в про-
центах относительно ОП595 нестимулированных
клеток. Hsp90-зависимую стимуляцию мигра-
ции/инвазии контрольных клеток без пептидов
принимали за 100%. 

Статистическая обработка. Каждый экспери-
мент проводили не менее трех раз. Каждая точка
представляет собой среднее арифметическое зна-
чение трех-пяти повторов ± стандартное откло-
нение. Статистическую обработку полученных
результатов проводили с использованием t-теста
Стьюдента.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проницаемые для клеток пептиды Ant-Shp и

Ant-TPR дозозависимым образом ингибировали
рост клеток HT1080 и A-172 и оказывали цитоток-
сическое действие на клетки. Ant-Shp проявлял
цитотоксическую (рис. 1а,в) и антипролифера-
тивную (рис. 1б,г) активности против обеих кле-
точных линий с IC50 80–130 мкM и 30–50 мкM
соответственно. Ant-TPR также обнаруживал ци-
тотоксическую (рис. 1а,в) и антипролифератив-
ную (рис. 1б,г) активности против обеих клеточ-
ных линий с IC50 90–110 мкM и 40–70 мкM со-
ответственно. Проницаемые для клеток
скремблированные пептиды Аnt-scr-Shp и Ant-
scr-TPR практически не влияли на жизнеспособ-
ность и пролиферацию клеток, что указывает на
специфичность цитотоксического и антипроли-
феративного действия проникающих в клетки
Hsp90-связывающих пептидных фрагментов Ant-

Shp и Ant-TPR. Непроницаемые для клеток пеп-
тиды Shp и TPR и их скремблированные вариан-
ты (scr-Shp и scr-TPR) были не токсичны для кле-
ток и не снижали пролиферацию клеток при кон-
центрациях до 1000 мкМ (рис. 1). Полученные
результаты согласуются с ранее опубликованны-
ми данными о цитотоксичности проникающих в
клетки пептидных фрагментов сурвивина и
Hsp70/Hsp90-организующего белка в отношении
различных линий раковых клеток и об отсутствии
цитотоксической активности непроникающих в
клетки вариантов этих пептидов [21, 22, 24, 25].

Мы предположили, что непроницаемые для
клеток пептиды Shp и TPR могут связываться с
Hsp90, ассоциированным с клеточной поверхно-
стью, и с Hsp90 в культуральной среде, что может
привести к снижению миграции и/или инвазии
клеток in vitro, поскольку оба пула экстраклеточно-
го Hsp90 участвуют в клеточной подвижности [6–

Рис. 1. Цитотоксическая (а, в) и антипролиферативная (б, г) активность Hsp90-связывающих пептидов. Клетки
HT1080 и A-172 в состоянии полного монослоя (анализ цитотоксичности) или пролиферирующие клетки НТ1080 и
А-172 (антипролиферативный анализ) инкубировали в течение 72 ч в присутствии различных пептидов, разведенных
в разных концентрациях в среде ДМЕМ-ЭБС. Относительное количество живых клеток определяли с использованием
МТТ-метода, оптическую плотность при 550 нм (ОП550) выражали в процентах. ОП550 в контрольных лунках без
пептидов принимали за 100%. Каждая точка представляет собой среднее значение ± SD (n = 4–5). Звездочки
указывают статистически достоверное отличие от контрольных клеток: * – p < 0.05, ** – p < 0.01.
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15]. Принимая это во внимание, мы исследовали
влияние непроницаемых для клеток Hsp90-связы-
вающих пептидов на базальную (нестимулирован-
ную) миграцию и инвазию клеток (в отсутствие
Hsp90 в культуральной среде) и на миграцию/ин-
вазию клеток, стимулированную экстраклеточным
нативным Hsp90. В среде ДМЕМ с бычьим сыво-

роточным альбумином, которая практически не
содержит факторов роста, оба непроницаемых для
клеток пептида Shp и TPR в концентрациях 1–
100 мкМ незначительно, но воспроизводимо сни-
жали базальную миграцию обеих клеточных линий
(рис. 2а,в), не более чем на 10–15%. Оба пептида
вызывали более выраженное ингибирование ба-

Рис. 2. Влияние непроницаемых для клеток Hsp90-связывающих пептидов на базальную миграцию и инвазию клеток
HT1080 и A-172. Миграцию и инвазию клеток определяли в среде ДМЕМ с бычьим сывороточным альбумином,
содержащей пептиды в разных концентрациях (а–г) или поликлональные антитела против Hsp90 (100 мкг/мл) (д).
Миграцию и инвазию контрольных клеток (без пептидов) принимали за 100%. Каждая точка представляет собой
среднее значение  SD (n = 4–5). Звездочки указывают на статистически достоверное отличие от контрольных клеток:
* – p < 0.05.
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зальной инвазии клеток: в концентрации 100 мкМ
пептиды Shp и TPR снижали базальную инвазию
клеток HT1080 и A-172 на 20–30% (рис. 2б,г). Эф-
фекты пептида Shp были более выражены, чем
пептида TPR. Скремблированные непроницаемые
для клеток аналоги пептидов не ингибировали ба-
зальную миграцию и инвазию клеток обеих кле-

точных линий, что указывает на специфичность
эффектов пептидов на базальную (нестимулиро-
ванную) инвазию клеток. В качестве контроля мы
проанализировали ингибирование базальной ми-
грации/инвазии клеток Hsp90-специфическими
поликлональными антителами, полученными пу-
тем многократной иммунизации кроликов очи-

Рис. 3. Влияние непроницаемых для клеток Hsp90-связывающих пептидов на Hsp90-индуцированную миграцию и
инвазию клеток HT1080 и A-172. Пептиды в разных концентрациях (а–г) и поликлональные антитела против Hsp90
(100 мкг/мл) (д) добавляли в среду вместе с нативным Hsp90 (50 мкг/мл) и оценивали миграцию/инвазию клеток,
стимулированную Hsp90. Hsp90-зависимую стимуляцию миграции и инвазии контрольных клеток (без пептидов)
принимали за 100%. Каждая точка представляет собой среднее значение ± SD (n = 4–5). Звездочки указывают на
статистически достоверное отличие от контрольных клеток: * – p < 0.05, ** – p < 0.01.
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щенным нативным бычьим Hsp90. Уровень сни-
жения базальной миграции/инвазии клеток
Hsp90-специфическими поликлональными анти-
телами (100 мкг/мл) также был не очень высок и
составлял 20–30% (рис. 2д). Полученные данные
свидетельствовали, что непроницаемые для клеток
Hsp90-связывающие пептиды Shp и TPR оказыва-
ли определенное ингибирующее влияние на ми-
грацию/инвазию клеток, зависящую от мембрано-
ассоциированного экстраклеточного Hsp90.

Далее мы исследовали влияние непроникаю-
щих в клетки Hsp90-связывающих пептидов Shp
и TPR на миграцию и инвазию клеток, стимули-
рованную Hsp90. Для стимуляции миграции/ин-
вазии клеток использовали очищенный натив-
ный бычий Hsp90. Добавление нативного Hsp90 в
среду стимулировало миграцию клеток глиобла-
стомы A-172 и фибросаркомы HT1080 на 30–60%
и инвазию обеих клеточных линий на 80–140%
соответственно (данные не приведены), подтвер-
ждая заметную промотирующую активность на-
тивного Hsp90 для опухолевых клеток, показан-
ную нами ранее [9]. Hsp90-индуцированная сти-
муляция миграции/инвазии обеих клеточных
линий дозо-зависимо снижалась в присутствии
обоих непроницаемых для клеток пептидов Shp и
TPR. Пептид Shp ингибировал индуцированную
Hsp90 стимуляцию миграции и инвазии клеток с
IC50 3–8 мкМ для обеих клеточных линий; при
этом пептид практически полностью подавлял
стимуляцию миграции и инвазии клеток HT1080
и A-172 в концентрации 100 мкМ (рис. 3). Более
того, миграция и инвазия клеток иногда снижа-
лись ниже нестимулированного контроля на 10–
25%, что указывает на то, что пептиды ингибиру-
ют оба пула внеклеточного Hsp90 – мембрано-ас-
социированный Hsp90 и растворенный в культу-
ральной среде. Пептид TPR был менее эффекти-
вен в ингибировании Hsp90-индуцированной
стимуляции миграции клеток HT1080 и A-172
(IC50 10–12 мкМ) (рис. 3), однако в концентрации
100 мкМ пептид TPR также практически полно-
стью ингибировал Hsp90-индуцированную сти-
муляцию миграции клеток обеих культур клеток.
Пептид TPR был менее эффективен в подавлении
Hsp90-индуцированной стимуляции инвазии
клеток HT1080 и A-172 по сравнению с миграцией
клеток (рис. 3). Скремблированные пептиды scr-
Shp и scr-TPR не влияли на миграцию и инвазию
клеток в присутствии нативного Hsp90 в среде,
что указывает на специфичность эффектов не-
проницаемых для клеток пептидов Shp и TPR на
подвижность клеток. Hsp90-специфические по-
ликлональные антитела, используемые в качестве
контроля, ингибировали стимулированную
Hsp90 миграцию/инвазию обеих клеточных ли-
ний на 60–90% при концентрации 100 мкг/мл
(рис. 3д), что указывает на высокую эффектив-

ность непроницаемых для клеток пептидов Hsp90
в ингибировании Hsp90-зависимой стимуляции
подвижности клеток экстраклеточным Hsp90.

Таким образом, мы продемонстрировали, что
два Hsp90-связывающих непроницаемых для
клеток пептидных фрагмента сурвивина и
Hsp70/Hsp90-организующего белка не обладают
цитотоксичностью и антипролиферативной ак-
тивностью в отношении клеток HT1080 и A-172,
но подавляют миграцию и инвазию клеток in vitro:
базальную миграцию/инвазию клеток, зависи-
мую от мембрано-ассоциированного Hsp90, и
миграцию/инвазию клеток, стимулированную
свободным Hsp90. Механизмы, посредством ко-
торых пептиды ингибируют функционирование
экстраклеточного Hsp90, неясны и требуют даль-
нейшего изучения. Гипотетическая модель дей-
ствия непроницаемых и проницаемых для клеток
Hsp90-связывающих пептидов на Hsp90-зависи-
мую миграцию и инвазию клеток представлена на
рис. 4. Связывание таких пептидов с мембрано-
ассоциированным или свободным Hsp90 может
нарушать взаимодействие Hsp90 с клеточными
рецепторами (LRP1 и др.) и, следовательно, акти-
вацию сигнальных путей, определяющих клеточ-
ную подвижность [7–12, 15]. Взаимодействие
пептидов с Hsp90 может приводить к стерическо-
му ингибированию связывания свободного
Hsp90 с рецепторами (например, LRP1) и/или
клеточными гепарансульфатами, к диссоциации
(десорбции) Hsp90, ассоциированных с рецепто-
рами/гепарансульфатами на плазматической
мембране. Нельзя также исключать, что присо-
единение пептидов к Hsp90 может нарушить его
способность активировать клеточные рецепторы
по неизвестному механизму, например, посред-
ством изменения конформации Hsp90. 

Полученные нами результаты согласуются с
данными других исследователей, показавших,
что различные типы непроницаемых для клеток
ингибиторов Hsp90 (Hsp90-специфичные анти-
тела, DMAG-N-оксид, STA-12-7191, иммобили-
зованный на агарозных гранулах гелданамицин)
снижают миграцию и инвазию клеток in vitro и
диссеменацию опухолевых клеток у мышей [6–
10, 13]. Результаты свидетельствуют, что непро-
ницаемые для клеток пептиды, связывающиеся с
Hsp90, обладают потенциалом для создания про-
тивоопухолевых препаратов антиметастатическо-
го действия. Результаты также позволяют предпо-
ложить, что проницаемые для клеток формы та-
ких пептидов, дополнительно содержащие
проникающие в клетки пептиды (пенетратин,
ТАТ-пептид), которые обеспечивают проникно-
вение Hsp90-связывающих пептидов в клетки,
могут обладать двойной противоопухолевой ак-
тивностью – прямым цитотоксическим действи-
ем за счет ингибирования функционирования
внутриклеточного Hsp90 и подавлением мигра-
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ции/инвазии опухолевых клеток через наруше-
ние функционирования экстраклеточного Hsp90,
ассоциированного с клеточной мембраной или
находящегося в межклеточном пространстве в
свободном виде.

ВЫВОДЫ

Пептидные фрагменты сурвивина (KHSS-
GCAFL) и Hsp70/Hsp90-организующего белка
(SYKARNGAFIYK) не проникают внутрь клеток
и не обладают цитотоксической и антипролифе-
ративной активностью. Пептиды незначительно
снижали базальную (нестимулированную) ми-
грацию и инвазию клеток фибросаркомы HT1080
и глиобластомы А-172 человека in vitro, но выра-
женно ингибировали миграцию/инвазию клеток,
стимулированную экстраклеточным Hsp90. Ре-
зультаты свидетельствуют о потенциале Hsp90-
связывающих пептидов для разработки противо-

опухолевых препаратов антиметастатического
действия.
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Cell-Impermeable Peptide Fragments of Survivin and Hsp70/Hsp90-Organizing 
Protein Inhibit the Hsp90-Dependent Migration and Invasion of Tumor Cells

 V.S. Petrenko, A.V. Snigireva, V.V. Vrublevskaya, M.A. Zhmurina, Y.Y. Skarga, and O.S. Morenkov

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

Membrane-associated and secreted extracellular heat shock proteins 90 (Hsp90) have important role in the
migration, invasion, and metastasis of tumor cells and are proposed as promising therapeutic target for the
development of antimetastatic agents. In previous studies, peptide fragments of survivin (KHSSGCAFL) and
Hsp70/Hsp90-organizing protein (KAYARIGNSYFK), that bind these proteins to the intracellular form of
Hsp90 have been identified. In this study, we investigated the effects of the Hsp90-binding peptides on the
migration and invasion of human fibrosarcoma HT1080 and glioblastoma A-172 cells. Cell-impermeable
Hsp90-binding peptide fragments of survivin and Hsp70/Hsp90-organizing protein did not exert cytotoxic
and antiproliferative activity against cells, while cell-permeable Hsp90-binding peptides which contain the
Antennapedia homeodomain sequence were toxic for HT1080 and A-172 cells. Cell-impermeable Hsp90-
binding peptides slightly decreased the basal (unstimulated) cell migration and invasion, although they
strongly inhibited the migration/invasion of cells stimulated by extracellular Hsp90. The results demonstrated
that cell-impermeable Hsp90-binding peptides are able to inhibit the activity of extracellular Hsp90, thereby
leading to the suppression of the migration and invasion of cells. Such peptides have a potential for the devel-
opment of antimetastatic drugs.

Keywords: extracellular Hsp90, survivin, Hsp70/Hsp90-organizing protein, peptides, cell migration and invasion
in vitro, metastasis
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Обнаружено, что после длительного криосохранения срезов мозга при –10°С активность N-метил-D-
аспартат-зависимых механизмов (амплитуда N-метил-D-аспартат-потенциалов) блокировалась. Для
восстановления активности N-метил-D-аспартат-зависимых механизмов после криосохранения/ото-
гревания исследовали изменения внеклеточного (рНо) инкубационного раствора. Обнаружено,
что при интервалах рНо 7.2–7.4 происходило ступенчатое закисление инкубационной среды до
рНо 6.5 ± 0.2. При этом значении рНо амплитуда N-метил-D-аспартат-потенциалов снижалась до
33%. Изменение инкубационной среды (гибридная буферная система, включающая карбонатный,
фосфатный и трис-буфер) до рНо 7.7 способствовало восстановлению амплитуды N-метил-D-аспар-
тат-потенциалов до 84% по сравнению с исходными значениями (до криоконсервации). Таким обра-
зом, использование буферной системы с трис(гидроксиметил)аминометаном, а также увеличение рНо
до 7.7 были наиболее оптимальными условиями для восстановления активности N-метил-D-аспартат-
зависимых механизмов при отогревании после длительного криосохранения. 

Ключевые слова: срезы мозга, НМДА-потенциалы, криосохранение, буферные системы.
DOI: 10.31857/S0006302921050136

Исследование закономерностей и способов
обратимого ингибирования жизнедеятельности
клеток и органов млекопитающих после их крио-
сохранения при низких температурах представля-
ет особый как теоретический интерес, так и прак-
тическое значение для пересадки тканей, органов
и создания криобанка трансплантатов [1]. 

В настоящее время в медицине и ветеринарии
применяется низкотемпературное хранение од-
нотипных клеток (ооциты, сперматозоиды, клет-
ки крови и др.) с последующим восстановлением
их биологических функций после отогревания и
использования их в клинических условиях. 

В России проблемы низкотемпературного
криосохранения активно изучаются в Институте
биофизики клетки РАН (Пущино Московской
области). Одним из интересных направлений
являются исследования под руководством
Э.Н. Гаховой на целом мозге моллюска с сохра-

нением клеточной неоднородности и синаптиче-
ских связей. Исследователи также изучали при-
чины криоповреждения и способы криопротек-
ции нервной ткани моллюска. Для этих целей
было протестировано нейропротекторное дей-
ствие пептида TSKY, выделенного из мозга зим-
неспящих животных [2–4]. Несомненным досто-
инством этих работ являются результаты с ис-
пользованием метода культуры in vitro, было
показано, что нейроны, выделенные из оттаянно-
го мозга моллюска, сохраняют способность фор-
мировать нейриты и образовывать нейрональные
сети, аналогичные тем, что образуют нейроны
моллюска, не прошедшие криоконсервацию. Эти
данные позволяют изучать криосохранение нерв-
ной ткани незимнеспящих млекопитающих для
создания криобанка. 

Другие перспективные исследования криосо-
хранения возбудимых тканей проводятся в том же
институте в лаборатории Е.Е. Фесенко на мио-
карде крыс и изолированного сердца барана. Од-
нако это направление связано с применением га-
зовой среды, состоящей из смеси газов СО и О2,
что принципиально отличается от жидких сред

Сокращения: АМПА – α-амино-3-гидрокси-5-метилизок-
сазол-4-пропионовая кислота, НМДА – N-метил-D-ас-
партат, ЛОТ – латеральный обонятельный тракт, ФП –
фокальный потенциал.

УДК 577.25
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криосохранения живых тканей. Для пролонгиро-
вания криосохранения миокарда крыс применя-
ются нейропротекторы и антибиотики. Практи-
ческим достижением этих исследований является
разработка камеры для гипотермического хране-
ния сердца крыс и баранов. Полученные положи-
тельные результаты криосохранения миокарда
обнадеживают [5]. 

Что касается длительной криоконсервации
нервных тканей незимнеспящих млекопитаю-
щих, то надежные протоколы и методы для при-
менения в терапии лечения заболеваний до сих
пор детально не разработаны. По всей вероятно-
сти, это связано с гетерогенным клеточным со-
ставом нервной ткани (нейроны, глиальные клет-
ки, синапсы), а также с отсутствием стандартных
протоколов процесса замораживания/отогрева-
ния [6–8]. 

Большое значение в решении этой проблемы,
на наш взгляд, имеет выбор экспериментальных
моделей для изучения механизмов криосохране-
ния нервной ткани млекопитающих. При разра-
ботке методов криоконсервации нервной ткани
срезы мозга являются оптимальными экспери-
ментальными объектами. Ранее проведенные на-
ми эксперименты выявили некоторые законо-
мерности влияния физических факторов, таких
как скорость и глубина замораживания, на вос-
становление синаптической активности в срезах
мозга [9]. В результате исследований было обна-
ружено, что при низких скоростях охлаждения
срезов обонятельной коры мозга (0.1–
0.125°С/мин) до 16°С активности глутаматергиче-
ских ионотропных АМПА- (α-амино-3-гидрок-
си-5-метилизоксазол-4-пропионовая кислота) и
НМДА-зависимых (N-метил-D-аспартат) меха-
низмов сохранялись [10]. 

В дальнейших исследованиях была выявлена
различная резистентность АМПА и НМДА меха-
низмов на замораживании/отогревании срезов
мозга после длительного криосохранения при бо-
лее глубокой температуре и длительности (–10°С,
30 суток). НМДА-зависимые процессы при этих
условиях ингибировались и блокировались тогда,
как АМПА механизмы сохранялись, что свиде-
тельствует о значительных криоповреждениях
НМДА механизмов [9, 11–13]. Это важно, по-
скольку НМДА-зависимые механизмы ключевые
структуры возбуждающей глутаматергической
медиаторной системы. Они являются адаптивны-
ми механизмами в мозге, участвуют в обучении,
формировании следов памяти, а также при разви-
тии различных нейропатологий (эпилепсия,
ишемия, травма и др.) [14–17].

Таким образом, изучение особенностей крио-
повреждения НМДА-механизмов имеет исклю-
чительно важное значение для сохранения актив-
ности этих механизмов при криосохранении. Вы-

явленные закономерности модификаций НМДА-
зависимых механизмов можно использовать для
создания банка трансплантантов.

Традиционно для сохранения функциониро-
вания нервных структур используются различные
криопротекторы. Однако они проявляют выра-
женные негативные эффекты на функциониро-
вание нейронов и синапсов. По этой причине мы
отказались от их использования в настоящей ра-
боте.

Для выявления причины криоповреждения
НМДА-механизмов были исследованы измене-
ния рНо инкубационной среды и было обнаруже-
но снижение рНо (закисление) инкубационной
среды в процессе отогревания срезов. Была вы-
сказана гипотеза, что для уменьшения наруше-
ний функционирования глутаматергических
ионотропных НМДА-зависимых механизмов при
криоконсервации необходимо оптимизировать
характеристики рНо инкубационного раствора.
Справедливость этого предположения подтвер-
ждается результатами исследований, в которых
было выявлено, что возбудимость нейронов в
нормотермических условиях особенно чувстви-
тельна к изменениям внутриклеточного рН (pHi)
и внеклеточного рН (pHо) [18–23]. Однако в экс-
периментах на срезах мозга наиболее надежно
можно измерять влияние рНо на функциониро-
вание нейронов и синапсов, в том числе на
НМДА-зависимые механизмы. 

Экспериментально установлено, что опти-
мальный диапазон рНо инкубационной среды
при нормотермических условиях (37°С) для дли-
тельного поддержания активностей нервных кле-
ток и синапсов в срезах мозга составляет рНо 7.2–
7.4. При этих условиях активности глутаматерги-
ческих ионотропных (АМПА и НМДА) механиз-
мов сохранялись в течение 10–12 ч. Отклонения
от этих показателей сопровождается нестабиль-
ностью активности этих механизмов в срезах моз-
га [15]. 

Цель настоящей работы заключалась в изучении
эффектов гибридной буферной системы (карбонат-
ный (NaHCO3), фосфатный (KH2PO4) трис(гид-
роксиметил)аминометан (HOCH2)3CNH2)) инку-
бационного раствора на восстановление электроге-
неза НМДА-механизмов после длительной
криоконсервации. Активности НМДА-механизмов
определяли электрофизиологическими методами по
величине амплитуд НМДА-потенциалов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперименты проведены на крысах–самцах

линии Вистар массой 180–200 г из биоколлекции
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН
(«Коллекция лабораторных млекопитающих раз-
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МОКРУШИН

ной таксономической принадлежности»), под-
держанной программой биоресурсных коллек-
ций Минобрнауки России с соблюдением реко-
мендаций по этике работы с животными,
предложенными European Communities Council
Direction (86/609 EEC). Опыты с животными про-
водили в соответствии с Руководством Совета
Федерации по уходу и использованию лаборатор-
ных животных (1996 г.) и принципами этического
кодекса Института физиологии им. И.П. Павлова
РАН (1996 г.). 

Исследования проводили на тангенциальных
срезах обонятельной коры толщиной 400–500 мкм
[24], которые изготавливали из мозга крыс–сам-
цов (29 животных). В результате проведенных ис-
следований было установлено, что предельно до-
пустимая толщина кортикальных срезов крыс при
инкубации в атмосфере кислорода составляет в
среднем 0.052 см (520 мкм), а при инкубации сре-
зов в атмосфере воздуха и присутствии углекислого
газа – 0.22 мм (220 мкм) [24]. Для изготовления
срезов использовали станок Емельянова (Инсти-
тут физиологии им. И.П. Павлова РАН) [24]. Сре-
зы преинкубировали в стеклянных виалах объемом
1 мл в аппарате Варбурга (модель ВА 01 10, Герма-
ния) при температуре 37°С с частотой качания
120/мин в течение 2 ч, что имитирует кровообра-
щение в мозге. Инкубационная среда одного и того
же состава в виалах со срезами менялась дважды
(через 1 ч и 2 ч преинкубации) для устранения по-
врежденных клеток и их метаболитов. 

Для приготовления инкубационных растворов
была использована дистиллированная вода, ко-
торая хранилась в стеклянном сосуде темного
цвета объемом 10 л. Непосредственно перед при-
готовлением раствора дистиллированную воду
пропускали через колонку с ионообменным за-
полнителем, состоящим из катионита КУ–2–8 и
анионита АВ–17–8 («Химреактив», Россия) для
дополнительной очистки. Значение кислотности
рНо 7.0 этой воды сохранялось при 25–39°С. 

На такой воде были приготовлены инкубаци-
онные растворы с буферными системами для
предварительной инкубации срезов до заморажи-
вания, хранения и последующего отогревания до
37°С. 

Искусственная церебральная жидкость для
инкубации срезов была следующего состава (в
мM): NaCl – 124.0, KCl – 5.0, CaCl2 – 2.6,
KH2PO4 – 1.24, MgSO4 – 1.2, NaHCO3 – 3.0, глю-
коза – 10.0, трис-НCl – 23.0, рН – 7.2–7.3. Инку-
бационный раствор в виалах со срезами и газовую
атмосферу над раствором насыщали кислородом,
углекислый газ не использовался.

После преинкубации срезы поочередно пере-
носили в регистрирующую проточную камеру
электрофизиологической установки [13, 15]. В
ней активности НМДА-зависимых механизмов

определяли при регистрации этих потенциалов
экстраклеточно стеклянными микроэлектродами
сопротивлением 1–5 мОм, заполненными 1 M
NaCl, в ответ на ортодромные электрические им-
пульсы (прямоугольной формы, длительностью
0.1 мс, интенсивностью 0.1–0.3 мА, частотой
0.003 Гц), генерируемые стимулятором ЭСУ-1
(Россия) латерального обонятельного тракта
(ЛОТ). Индифферентный хлорсеребряный элек-
трод находился в инкубационной камере. Для де-
текции НМДА-потенциалов использовали уси-
литель («НТО», Россия). Далее потенциалы
оцифровывали при помощи аналого-цифрового
устройства (Е 20–10, Россия) с частотой кванто-
вания 20 кГц и обрабатывали на компьютере с по-
мощью специальной компьютерной программы
«Анализ электрической активности нейронов»
(Институт физиологии им. И.П. Павлова РАН).

Морфологические особенности обонятельной
коры мозга хорошо различимы в световом микро-
скопе и позволяют стабильно повторять локали-
зации раздражающего электрода в проксималь-
ной части ЛОТ, а регистрирующего – в точке его
изгиба. Ранее проведенные исследования проде-
монстрировали, что в этой точке находится фокус
максимальной активности при погружении реги-
стрирующего электрода на глубину 230–270 мкм
от пиальной поверхности среза (рис. 1). Парамет-
ры электрической стимуляции ЛОТ (частота, ин-
тенсивность) для данного среза после криокон-
сервации были такие же, как и до замораживания.

Идентификацию отдельных компонентов фо-
кального потенциала (ФП), регистрируемого в
срезах обонятельной коры, проводили с исполь-
зованием специфических блокаторов: для НМ-
ДА-рецепторов – D-2-амино-5-фосфоновалери-
ата; для АМПА-рецепторов – 6-циано-7-нитро-
хиноксалин-2,3-диона, с помощью методов,
описанных в работах [15, 25, 26]. Вызванные ФП
регистрировались в ответ на стимуляцию ЛОТ в
контроле и во время инкубации срезов специфи-
ческими антагонистами АМПА- и НМДА-рецеп-
торов. ФП является многокомпонентным потен-
циалом и состоит из пресинаптического компо-
нента, который отражает активность проводящих
волокон ЛОТ, и постсинаптических компонен-
тов, которые отражают активацию глутаматерги-
ческих ионотропных механизмов – АМПА- и
НМДА-потенциалов (рис. 2). Для идентифика-
ции НМДА-потенциалов срезы инкубировали с
D-2-амино-5-фосфоновалериатом (50 мкМ). Для
предотвращения блокады этих рецепторов иона-
ми Mg2+ срезы инкубировали в среде с низкой
концентрацией этих ионов (200 мкМ) в течение
20 мин. Полученные результаты продемонстри-
ровали редукцию позднего синаптического ком-
понента ФП, что указывает на его активацию
НМДА-рецепторами. Для выявления АМПА-



ОПТИМИЗАЦИЯ КИСЛОТНО-ЩЕЛОЧНОГО СОСТАВА 957

БИОФИЗИКА  том 66  № 5  2021

компонента ФП срезы инкубировали с 6-циано-
7-нитрохиноксалин-2,3-дионом (25 мкМ) в тече-
ние 20 мин. Такое воздействие блокировало ран-
ний постсинаптический компонент, а также
НМДА-компонент, сохранялся только преснап-
тический компонент (рис. 2). Таким образом,
проведенная фармакологическая идентификация
синаптических компонентов ФП свидетельству-
ет, что ранний АМПА-потенциал отражает акти-
вацию АМПА-, а поздний – НМДА-рецепторов
(рис. 2). Учитывая проведенные исследования,
было выявлено, что максимальная амплитуда
НМДА регистрировалась в фиксированной точке
(8 мс) от артефакта стимуляции (рис. 2). 

Криопротекторы в процессе криосохранения
срезов не применялись. 

Химические реактивы для приготовления ис-
кусственной цереброспинальной жидкости пред-
ставлены фирмой «Химреактив» (Россия). 

Статистическую обработку цифровых данных
проводили с использованием непараметрическо-
го параметра (U-критерий Вилкоксона–Манна–
Уитни). Уровень статистической значимости был
p ≤ 0.05. 

Протокол криосохранения срезов заключался в
следующем. Инкубационную среду с вышеописан-
ным ионным составом готовили на гибридной бу-
ферной системе: карбонатный буфер (NaHCO3),
фосфатный буфер (KH2PO4) и трис(гидроксиме-
тил)аминометан (HOCH2)3CNH2). Исходные зна-
чения рНо среды для преинкубации срезов до замо-
раживания составляли 7.2–7.3 при 37°С. Активность
глутаматергических ионотропных механизмов
(АМПА- и НМДА-механизмов) при этой темпера-
туре и рНо была оптимальной. 

Срезы в проточной камере перфузировали со
скоростью 2 мл/мин. В них до замораживания ре-
гистрировали амплитуды НМДА-потенциалов
при 37°С в течение 20 мин. Полученные значения

амплитуд НМДА-потенциалов рассматривали
как контрольные перед замораживанием. Было
выявлено, что применение более частой стимуля-
ции вызывает в срезах частотно-зависимые изме-
нения амплитуд ответов, особенно НМДА-по-
тенциалов, что не представляется оптимальным
для длительного криосохранения.

Затем срезы градуально замораживали до
−10°С при медленной скорости (0.1°С/мин) и со-
храняли при температуре −10°С в морозильнике
термостата «ThermoStat plus» (Eppendorf, Герма-

Рис. 1. Схема обонятельной коры среза мозга крыс, вид с пиальной поверхности.

Рис. 2. Фармакологическая идентификация пре- и
постсинаптических компонентов фокальных потен-
циалов, вызываемых электрической стимуляцией ла-
терального обонятельного тракта (ЛОТ). Представле-
ны усредненные ФП в инкубационной среде до воз-
действия блокаторов (n = 11), ФП при воздействии
блокатора АМПА-рецепторов 6-циано-7-нитрохи-
ноксалин-2,3-диона (n = 10) и ФП при воздействии
блокатора НМДА-рецепторов D-2-амино-5-фосфо-
новалериата в среде с пониженным содержанием
Mg2+ (200 мкM) (n = 7). Вертикальные серые линии –
измерение амплитуд АМПА- и НМДА-потенциалов.
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ния). Через 30 суток криосохранения срезы ото-
гревали до 37°С и в них вновь регистрировали ам-
плитуды НМДА-потенциалов. При обработке ре-
зультатов экспериментов амплитуды НМДА-
потенциалов определяли по отношению к кон-
трольным значениям и выражали в процентах.

Измерение рНо инкубационной среды осу-
ществляли с применением pH-метра Seven Com-
pact S220 (Mettler Toledo, США). Значения рНо
определяли с точностью до 0.1. Температуру ин-
кубационной среды со срезом до замораживания
при регистрации НМДА потенциалов до криосо-
хранения измеряли с помощью терморегулятора
«ПИД ТРМ12» (Россия). Термодатчик находится
рядом с регистрирующей камерой, но изолиро-
ван тонкой стенкой от среза, чтобы не вызывать
негативные воздействия на активность нейронов
срезов. Чувствительность рН-метра проверяли по
стандартным титрам для приготовления образцо-
вых буферных растворов для рН-метрии (Рос-
сия): калий фосфорнокислый однозамещенный
(KH2PO4) – натрий фосфорнокислый двузаме-
щенный (Na2HPO4), рН 6.86 при 25°С; натрий
тетраборнокислый (Na2B4O7 10H2O), pH 9.18 при
25°С. В этих диапазонах рН проводили точную
настройку рН-метра.

Измерение кислотно-основного баланса внут-
ри клеток (рНi) срезов мозга с использованием
микродатчиков или специфических красителей
не применялось, поскольку их использование
вызывало необратимые изменения амплитуд
НМДА-потенциалов.

Определение рНо и НМДА-потенциалов по-
сле криосохранения проводили в параллельных
опытах. Это связано с тем, что одновременное из-

мерение этих параметров на срезах приводило к
неконтролируемому искажению данных рНо и
НМДА-потенциалов. 

После отогревания срезы перфузировали ин-
кубационной средой такого же состава, что и до
замораживания. Это необходимо, чтобы морфо-
логически сохранить структуры срезов. Инкуба-
ционные растворы со срезами продували кисло-
родом, углекислый газ не использовали. Осадков
в виде нерастворимых солей не выявлено. Специ-
ального контроля ионного состава среды не про-
водили. Необходимость использования среды, в
которой был заморожен срез при отогревании,
заключается в том, чтобы не вызывать механиче-
ских повреждений структур среза, находящихся
сначала в твердой фазе среды – во льду, а при ото-
гревании в жидкой фазе – в растворе. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 3 представлены типичные профили
экстраклеточных потенциалов, регистрируемых
после криосохранения и последующего отогрева-
ния до 37°С. Анализируя изменения амплитуд
АМПА- и НМДА-потенциалов до и после крио-
сохранения, следует отметить разнонаправлен-
ные модификации активности глутаматергиче-
ских ионотропных механизмов. Так, амплитуда
АМПА-потенциалов увеличивалась по сравне-
нию со значением амплитуд до криосохранения:
до замораживания 290 мкВ, после отогревания –
410 мкВ, p ≤ 0.05, U = 7, n = 12. Напротив, ампли-
туда НМДА-потенциалов уменьшалась после
криосохранения и отогревания до нормотерми-
ческих значений: до замораживания 157 мкВ, по-

Рис. 3. Потенциалы, регистрируемые в срезах обонятельной коры мозга до и после криосохранения (30 суток при –10°С).
Компоненты потенциалов: артефакт стимуляции; потенциал действия ЛОТ отражает активацию проводящих волокон
ЛОТ; АМПА- и НМДА-потенциалы соответственно. Вертикальная серая стрелка – измерение амплитуд НМДА-
потенциалов во временной точке 8 мс от артефакта стимуляции. На врезке справа показаны в увеличенном масштабе
амплитуды НМДА-потенциалов до и после криосохранения. Вертикальные стрелки – измерение амплитуд НМДА-
потенциалов до и после криосохранения.
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сле отогревания – 94 мкВ, p ≤ 0.05, U = 7, n = 12
(рис. 3). 

Полученные результаты соответствуют дан-
ным, полученным ранее по криосохранению с
различными длительностями и последующим
отогреванием до нормотермических значений.
Было обнаружено, что после длительного крио-
сохранения срезов мозга амплитуды АМПА-по-
тенциалов увеличивались, тогда как амплитуды
НМДА-потенциалов снижались до минимальных
значений или блокировались [11, 13].

Для поиска ответа на вопрос о причине сниже-
ния активности НМДА-механизмов были прове-
дены исследования изменений показателей кис-
лотно-щелочного баланса инкубационного рас-
твора после криосохранения. Было обнаружено,
что после длительного криосохранения и после-
дующего отогревания происходит закисление ин-
кубационной среды и высказано предположение,
что такое изменение в инкубационной среде при-
водит к уменьшению активности НМДА-меха-
низмов. 

В связи с этой гипотезой было изучено влия-
ние на сохранение и восстановление активности
НМДА-зависимых механизмов после криосохра-
нения (30 суток) инкубационного раствора с ги-
бридной буферной системой (карбонатный бу-
фер – фосфатный буфер – трис(гидроксиме-
тил)аминометан). В такой буферной системе трис
играет ключевую роль в длительном поддержании
кислотно-щелочного равновесия в срезах мозга.

Для восстановления активности НМДА-меха-
низмов после криосохранения было проведено
изучение модификаций кислотно-щелочных ха-
рактеристик трис-буфера в инкубационной среде
(рис. 4). 

При использовании инкубационных раство-
ров трис-буфера были выявлены определенные
закономерности изменения рНо инкубационной
среды при отогревании в зависимости от различ-
ных исходных рНо до криосохранения. Было об-
наружено, что при рНо 7.3, традиционно исполь-
зуемом для сохранения активности НМДА-меха-
низмов при инкубации срезов мозга [15],
происходит ступенчатое закисление рНо до зна-
чения 6.5. Отметим, что при этих значениях рНо
амплитуда НМДА-потенциалов снижалась до
33%: до замораживания – рНо 7.3, НМДА-потен-
циал 140 мкВ vice versa при отогревании – рНо 6.5,
НМДА-потенциал 46 мкВ; p ≥ 0.05, U = 11, n = 12.
При рНо 6.9 и 6.7 закисление среды в процессе
отогревания происходит более интенсивно, как и
блокирование активности НМДА-механизмов
(рис. 4). 

При рНо 7.6 и 7.7 в процессе отогревания также
происходит закисление рНо среды до величин 6.7
и 6.9 соответственно, но этот процесс более мед-
ленный. 

Следует отметить факт, что в процессе отогре-
вания инкубационной среды в диапазоне темпе-

Рис. 4.  Изменения рНо инкубационной среды с различными значениями рНо до криосохранения (30 суток при –10°С)
в процессе отогревания до 37°С. Измерения рНо проводили с интервалом 1°С. Горизонтальные пунктирные линии –
оптимальный нормотермический диапазон для активности НМДА-зависимых механизмов; n = 5 (рНо 6.7); n = 7
(рНо 6.9); n = 12 (рНо 7.3); n = 9 (рНо 7.6); n = 5 (рНо 7.7). Различия данных выявляли с использованием
непараметрического U-критерия Вилкоксона–Манна–Уитни, р ≤ 0.05.
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ратур 22–28°С при рНо 7.6 и 7.7 активности НМ-
ДА-механизмов находятся в нормотермическом
диапазоне этих рецепторных механизмов (рис. 5).

Далее было исследовано влияние значения
рНо 7.7 инкубационного раствора после отогрева-
ния. Последовательность приемов при проведе-
нии этих экспериментов заключалась в следую-
щем. При плавном охлаждении инкубационной
среды и достижении 20°С ее состав менялся на
другой, в котором солевой состав был тот же, но

рНо был 7.7. Такое изменение рНо инкубацион-
ной среды до замораживания сопровождалось
восстановлением амплитуд НМДА-потенциалов
до 84% по сравнению с исходными значениями:
после отогревания – при рНо 7.7 и температуре
37°С НМДА-потенциал 80 мкВ vice versa в кон-
трольных условиях – при рНо 7.3 и температуре
37°С НМДА-потенциал 95 мкВ; p ≥ 0.05, U = 12,
n = 14. 

Анализ данных, представленных на рис. 6, по-
казывает, что амплитуды НМДА-потенциалов
модифицируются S–образно. В интервалах тем-
ператур 6–12°С инкубационная среда защелачи-
валась до рНо 7.9. При достижении интервалов
температур 13–25°С происходило ступенчатое
снижение до рНо 7.4. Нормотермический диапа-
зон (рНо 7.2–7.4) для оптимальной активности
НМДА-механизмов сохранялся при отогревании
при интервалах температур 25–34°С (рис. 6). При
дальнейшем отогревании до 37°С развивалось за-
кисление инкубационной среды до рНо 7.1. Одна-
ко снижение рНо инкубационной среды не влия-
ло на амплитуды НМДА-потенциалов: при рНо
7.1 и температуре 37°С НМДА-потенциал равнял-
ся 85 мкВ vice versa в контрольных условиях – рНо
7.3 и температуре 37°С – НМДА-потенциал со-
ставлял 98 мкВ; p ≥ 0.05, U = 10, n = 12. Такие из-
менения НМДА-потенциалов представлены на
рис. 7. Следовательно, применение трис-буфера с
рНо 7.7 при замораживании/отогревании способ-
ствует сохранению активности НМДА-механиз-
мов.

Обращает на себя внимание факт, что измене-
ния рНо инкубационного раствора после криосо-

Рис. 5.  Изменения амплитуды НМДА-потенциалов
при отогревании до 37°С после криосохранения
(30 сут при ‒10°С) в зависимости от различных рНо.
По оси абсцисс – рНо до криосохранения, по оси ор-
динат – амплитуда НМДА-потенциалов при отогре-
вании, в % к значениям до криосохранения; n = 5
(рНо 6.7); n = 7 (рНо 6.9); n = 12 (рНо 7.3); n = 9
(рНо 7.6); n = 5 (рНо 7.7). Различия данных выявляли
с использованием непараметрического U–критерия
Вилкоксона–Манна–Уитни, р ≤ 0.05.

Рис. 6.  Изменения рНо инкубационной среды при рНо (7.7) в зависимости от температуры при отогревании после
криосохранения при –10°С; n = 14 для каждой точки. Различия данных в процессе отогревания по сравнению с тем-
пературной точкой 6°С выявляли с использованием непараметрического U-критерия Вилкоксона–Манна–Уитни,
р ≤ 0.05.
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хранения происходит ступенчато, что может спо-
собствовать сохранению НМДА-механизмов при
отогревании. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Таким образом, проведенные исследования

влияния рНо инкубационной среды с гибридной
буферной системой (карбонатный, фосфатный и
трис-буфер) на сохранение и восстановление
активности глутаматергических ионотропных
НМДА-зависимых механизмов оказались опти-
мальными для их восстановления после дли-
тельного криосохранения срезов. Наряду с ис-
пользованием гибридной буферной системы вос-
становлению активности НМДА-механизмов
способствовала замена инкубационной среды в
процессе замораживания. Солевой состав не ме-
нялся, но рНо увеличивался до 7.7. Такое измене-
ние рНо сопровождалось восстановлением ам-
плитуды НМДА-потенциалов до 84% по сравне-
нию с исходными значениями. Таким образом,
использование гибридной буферной системы и
увеличение рНо инкубационной среды до 7.7 бы-
ли наиболее оптимальными условиями для вос-
становления активности НМДА-зависимых ме-
ханизмов при отогревании после длительного
криосохранения (–10°С, 30 суток).

Следует отметить, что в работах, связанных с
клеточными культурами, в том числе срезами
мозга, применяются другие буферные системы.
Так, широко используется буферная система на
основе HEPES, который представляет собой
цвиттерионный органический буферный агент.
HEPES используется главным образом потому,
что лучше поддерживает физиологическую вели-
чину рНо, несмотря на изменения концентрации
диоксида углерода (вырабатывающемся при кле-

точном дыхании) по сравнению с карбонатным
буфером. Положительной характеристикой
HEPES является уменьшение диссоциации воды
при понижении температуры, что дает основание
использовать его при низких температурах. Одна-
ко существенным негативным эффектом HEPES
является его фототоксичность, когда под воздей-
ствием света образуется перекись водорода, кото-
рая негативно влияет на функционирование ней-
ронов и синапсов [27–29]. 

Карбонатная и фосфатная буферные системы
также применяются для инкубации срезов мозга.
Однако следует отметить, что солевые растворы с
карбонатным буфером нестабильны по показате-
лям рНо и, как было обнаружено в наших иссле-
дованиях, отрицательно влияют на активность
НМДА-зависимых механизмов, что выражалось в
непредсказуемых изменениях их амплитудных
значений как в нормотермических условиях, так
и, что особенно важно, после криосохранения
срезов мозга. 

Что касается фосфатного буфера, то он, в от-
личие от карбонатного буфера, более стабилен,
однако его буферная емкость при понижении
температуры инкубационного раствора снижает-
ся. Из–за этого использование карбонатного бу-
фера при криосохранении срезов является не-
оптимальным.

Учитывая ограничения свойств в поддержа-
нии кислотно-щелочного равновесия в наших
исследованиях, мы применили гибридную бу-
ферную систему (карбонатный, фосфатный и
трис-буфер) для длительной инкубации срезов
мозга и устойчивой регистрации активностей
НМДА-механизмов [15]. Трис является эффек-
тивным в качестве буфера в широком диапазоне
pHо от 7.0 до 9.2. Отличительной чертой трис-бу-
фера является то, что значение pKa уменьшается

Рис. 7.  Изменения НМДА-потенциалов при отогревании после криосохранения (рНо инкубационной среды 7.7, 37°С.
НМДА-потенциалы представлены в увеличенном масштабе.
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приблизительно на 0.03 при снижении темпера-
туры на 1°С [30, 31]. Отметим, что диапазон рНо
7.0–9.0 соответствует физиологическим значени-
ям рНо для большинства организмов. Такие ха-
рактеристики трис-буфера делают его оптималь-
ным буфером не только в биохимии и молекуляр-
ной биологии, но и для криосохранения нервной
ткани в нейробиологии [32–34]. 

В результате проведенных исследований были
выявлены определенные закономерности приме-
нения трис-буфера в инкубационном растворе.
Происходили изменения рНо инкубационной
среды при отогревании в зависимости от рНо до
криосохранения срезов. Было обнаружено, что
при рНо 7.3, традиционно используемом для со-
хранения активности НМДА-механизмов в сре-
зах мозга [15], происходило ступенчатое закисле-
ние рНо до значения 6.5. При таком сдвиге рНо
инкубационной среды в процессе отогревания
амплитуда НМДА-потенциалов снижалась по
сравнению со значениями амплитуд до криосо-
хранения. Мы предположили, что в процессе
криосохранения (замораживания/оттаивания)
срезов происходит изменение кислотно-щелоч-
ного баланса в сторону закисления инкубацион-
ной среды. Такой сдвиг рНо приводит к наруше-
нию функционирования НМДА-зависимых ме-
ханизмов, что проявляется при отогревании. Для
того чтобы избежать такие негативные измене-
ния, нами был использован прием изменения
рНо в процессе замораживания при 20°С до рНо,
равного 7.7. Такой прием был основан на наших
предыдущих данных о том, что в диапазоне тем-
ператур 20–24°С в процессе замораживания сре-
зов они перестают быть чувствительными к гипо-
ксии и другим цитотоксичным воздействиям [13].
Эти данные позволили предположить, что изме-
нения рНо не повлияют на сохранение активно-
сти НМДА-механизмов в процессе криосохране-
ния и последующего отогревания, что и было
подтверждено в настоящей работе. Очевидно, та-
кой сдвиг рНо инкубационной среды протектиру-
ет НМДА-зависимые механизмы от негативных
влияний процесса криосохранения. 

ВЫВОДЫ
Таким образом, использование гибридной бу-

ферной системы и увеличение рНо до 7.7 опти-
мальны для восстановления активности НМДА-
зависимых механизмов при отогревании после
длительного криосохранения (–10°С, 30 суток). 
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Optimization of the Acidic-Alkaline Composition of the Incubation Medium 
for a Long-Term and Reversible Cryopreservation of Brain Slices 

of Non-Hibernating Animals
 A.A. Mokrushin

Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, nab. Makarova 6, St. Petersburg, 199034 Russia

It was found that the activity of the NMDA receptors (bursts of action potentials) was blocked after long-term
cryostorage of brain slices at −10°С. To reactivate the NMDA receptors after cryostorage/thawing, alterations
in extracellular pH (pHo) of the incubation medium were studied. It was found that in the pHo range (7.2–
7.4), a stepwise decrease in pH until pHo 6.5 ± 0.2 was reached led to acidification of the incubation medium.
As a result, NMDA receptor current amplitude decreased to 33%. The use of a hybrid buffer system (carbon-
ate, phosphate, and Tris buffer, pHo 7.7) prompted reactivation of NMDA receptors. Such a change in pHo
was accompanied by an increase in NMDA spike amplitude up to 84% compared to the initial amlitude (be-
fore cryostorage). Thus, the use of the hybrid buffer system and an increase in the pHo level up to 7.7 were the
most optimal conditions for reactivation of NMDA receptors during thawing after prolonged cryopreserva-
tion.

Keywords: brain slices, NMDA receptors, cryopreservation, buffer systems
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Проведена оценка влияния различных уровней давления газовой смеси монооксида углерода и кис-
лорода на сохранность ткани сердца крысы при пролонгированной гипотермической (4°С) газовой
консервации с продолжительностью хранения образцов в течение 24, 36 и 48 ч. При 24-часовой кон-
сервации снижение давления газовой смеси СО/О2 (в соотношении 1:1) с 6.5 до 1.5 атм привело к
появлению инфарктных зон (17.74 ± 3.5% от всей площади образца) и нарушению сократительной
функции желудочков. При этом показатели сохранности сердца после хранения под давлением 3.5
и 6.5 атм достоверно не различались. При 36- и 48-часовой консервации выявлено преимущество
давления величиной 6.5 атм по сравнению с давлением 3.5 атм. Уровни инфарктной зоны после 48 ч
консервации составили 33.65 ± 11.96% и 61.92 ± 6.38% соответственно. Поисковое введение в газо-
вую смесь аргона (СО:О2:Ar = 2:2:1) для синергического увеличения уровня органопротекции в экс-
периментах по консервации сердца под давлением 3.5 атм не выявило значимого улучшения пока-
зателя сохранности сердечной ткани. Рассмотрены потенциальные механизмы защитного действия
смеси монооксида углерода и кислорода в условиях гипотермической консервации. 

Ключевые слова: монооксид углерода, кислород, аргон, сердце, консервация, гипотермия.
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Трансплантация органов для многих людей
остается единственно возможной процедурой для
продления жизни и улучшения ее качества. Не-
смотря на то что в настоящий момент в мире еже-
годно выполняется порядка 154000 транспланта-
ций [1] (из них в России – порядка 2400 транс-
плантаций [2]), число пациентов в листах
ожидания в четыре-пять раз превосходит число
проводимых операций. Сердце является органом,
имеющим наименьшее время хранения при ис-
пользовании стандартных методов статической
холодовой консервации (4–6 ч), в отличие от пе-
чени (12 ч) и почки (24 ч). Столь малый срок хра-
нения сердца накладывает существенные ограни-
чения на возможность забора данного органа в
населенных пунктах, удаленных от крупных ме-
дицинских центров, выполняющих пересадки
органов. Учитывая, что число таких центров в
России ограничено, часть ценного донорского
ресурса безвозвратно теряется. 

С целью пролонгации сроков гипотермиче-
ского хранения трансплантатов в последние годы
активно развивается направление использования

такого тканевого газового мессенджера, как мо-
нооксид углерода (CO). Последний легко прони-
кает через клеточную мембрану, обладает высо-
кой скоростью диффузии в тканях как при
физиологических температурах, так и при гипо-
термии и обладает широким спектром биологи-
ческих эффектов [3]. В частности, эндогенный
CO играет существенную роль в регулировании
сосудистого тонуса, функции тромбоцитов и эн-
дотелиальных клеток, апоптоза. Значительное
количество доклинических данных указывает на
то, что экзогенно введенный CO способен умень-
шить ишемически-реперфузионное поврежде-
ние, связанное с консервацией и последующей
трансплантацией органов [4, 5]. В отдельное на-
правление можно выделить сочетанное исполь-
зование для консервации органов высоких кон-
центраций монооксида углерода и кислорода. В
серии работ на моделях сердца крысы и кролика
продемонстрировано существенное преимуще-
ство газовой консервации под давлением 4–7 атм
[6–10] по критерию предельных сроков консерва-
ции (24–72 ч) по сравнению со статической холо-
довой консервацией в консервирующих раство-
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рах Кустодиола и Виаспана (4–6 ч). В нашей ла-
боратории впервые газовая консервация смесью
СО и O2 под давлением 6 атм была успешно ис-
пользована для сердца барана (масса животных
30–40 кг) [11]. Полученные результаты на модели
сердца крупного лабораторного животного под-
твердили перспективность данного подхода для
пролонгации хранения сердца человека. 

Вместе с тем используемые сегодня режимы
газовой консервации, вероятно, не являются оп-
тимальными. Так, в работе [12] приводятся экспе-
риментальные данные, указывающие на то, что
снижение давление до 3.5 атм может улучшить со-
хранность тканей сердца при консервации. Од-
ной из целей настоящей работы являлась провер-
ка влияния величины давления газовой смеси в
процессе консервации на сохранность тканей
сердца крысы.

Другой целью являлась оценка перспектив
введения в газовую смесь иных газов с органопро-
текторными свойствами, в частности аргона, для
синергического усиления защитного действия. В
отношении данного газа накоплен значительный
объем данных, свидетельствующих о его способ-
ности оказывать анестезирующие (при давлениях
свыше 10 атм) и нейропротекторные эффекты, а
также снижать зону поражения при инсультах и
инфарктах миокарда [13–15]. Консервация почек
в аргоносодержащем растворе продемонстриро-
вала преимущества по сравнению с контролем по
критериям восстановления диуреза, клиренса
креатинина и др. [16, 17]. Аналогичные исследо-
вания проводятся и в отношении трансплантации
легких [15].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование выполнено на половозрелых
самцах крыс линии Вистар массой 230 ± 25 г
(n = 57). 

После наркотизации крыс смесью, состоящей
из 80 мкл препарата «Золетил 100» и 20 мкл препа-
рата «Ксила», животных фиксировали на столике
и проводили продольную срединную лапарото-
мию. Далее в нижнюю полую вену вводили рас-
твор гепарина объемом 1 мл из расчета 50 МЕ/мл.
Спустя 5 мин проводили продольную срединную
стернотомию и выделяли сердце с частью аорты
длиной не менее 1 см. Сердце помещали в охла-
жденный до 4°С раствор Тироде, вводили в аорту
канюлю и фиксировали ее лигатурой. Далее серд-
це вместе с канюлей помещали в подготовленную
для последующей консервации камеру.

Экспериментальную газовую смесь готовили
путем смешивания отдельных компонентов в
кислородном баллоне объемом 5 л. С помощью
газовой магистрали, состоящей из манометра,
кранов регуляции подачи газа и крана сброса из-
быточного давления, последовательно нагнетали
до требуемого давления каждый из компонентов
смеси (О2, СО, Ar). В работе использовали газы
чистотой не менее 4.0. Все работы с СО проводи-
ли в присутствие детекторов угарного газа.

Камеру на основе химического реактора Vivor
(Premex, Швейцария) (материал – сталь, см.
рис. 1) предварительно охлаждали до температу-
ры 4°С. Для поддержания влажности в камере во
время консервации на дно камеры наливали ди-
стиллированную воду до уровня в 1 см. После по-

Рис. 1. Камера на основе химического реактора Vivor для гипотермической консервации сердца крысы под
давлением газовой смеси: (а) – схема работы, (б) – фотографическое изображение камеры.
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ГУРИН и др.

мещения сердца в камеру проводили продувку
последней экспериментальной газовой смесью, с
целью вытеснения воздуха. Далее камеру плотно
закрывали и нагнетали газовую смесь до достиже-
ния требуемого избыточного давления. Камеру
помещали в емкость, наполненную водой (4°С)
для стабилизации температуры и убирали на хра-
нение в холодильник (4°С). После хранения ка-
меру извлекали из холодильника и проводили де-
газацию в течение 15 мин, плавно в ручном режи-
ме сбрасывая давление до атмосферного. Все
работы с газом выполняли под вытяжной си-
стемой.

В рамках исследования был проведен анализ
следующих групп: 

1. Группа «Контроль» (6 крыс) – нативное
сердце, не подвергавшееся хранению.

2. Группа «Кустодиол» (12 крыс) – хранение в
консервирующем растворе Кустодиола при 4°С.
Время хранения: 24, 36 и 48 часов.

3. Группа «6.5 АТМ» (12 крыс) – хранение под
давлением газовой смеси 6.5 атм, состоящей из
СO и O2 в соотношении 1/1 при 4°С. Время хра-
нения: 24, 36 и 48 часов.

4. Группа «3.5 АТМ» (12 крыс) – хранение под
давлением газовой смеси 3.5 атм, состоящей из
СO и O2 в соотношении 1:1 при 4°С. Время хране-
ния: 24, 36 и 48 часов.

5. Группа «1.5 АТМ» (6 крыс) – хранение под
давлением газовой смеси 1.5 атм, состоящей из
СO и O2 в соотношении 1:1 при 4°С Время хране-
ния – 24 часа.

6. Группа «Ar 3.5 АТМ» (9 крыс) – хранение
под давлением газовой смеси 3.5 атм, состоящей
из СO, O2 и аргона в соотношении 2:2:1 при 4°С.
Время хранения: 24, 36 и 48 часов.

Сердца крыс после консервации подключали к
установке ретроградной перфузии по Лангендорфу.
Перфузию осуществляли оксигенированным рас-
твором Тироде (37°С) со скоростью 8 ± 2 мл/мин. 

Функциональную активность сердца оценива-
ли по максимальному времени работы желудоч-
ков сердца на перфузионном стенде до полной
остановки сокращений и показателю частоты
сердечных сокращений, регистрируемому каж-
дые 15 мин.

Зоны (или очаги) инфаркта миокарда опреде-
ляли с помощью окрашивания тканей сердца хло-
ридом трифенилтетразолия. Сердце после кон-
сервации реперфузировали на установке для пер-
фузии по Лангендорфу; далее, после 15 мин
работы снимали со стенда и охлаждали в течение
2 ч при температуре –10°С; затем получали срезы
сердца толщиной 2 мм. Полученные срезы выдер-
живали в 1%-м растворе хлорида трифенилтетра-
золия в фосфатном буфере при 37°С в течение

20 мин. Затем помещали срезы в 10%-й формалин
на 20 мин для усиления контраста между окра-
шенными и неокрашенными участками сердеч-
ной ткани. Фото срезов получали при помощи
стереомикроскопа Leica MZ16A (Leica Microsys-
tems, Германия). Зоны инфаркта в образцах ткани
сердца измеряли с использованием программно-
го обеспечения ImageJ (разработчик W. Rasband)
и выражали в процентах от общей площади ис-
следуемого образца.

Анализ данных проводили с помощью про-
граммного обеспечения SigmaPlot 12.5 (Systat
Software Inc, США); данные выражали в виде
среднего значения ± стандартное отклонение.
Значимость различий определяли с использова-
нием U-критерия Манна–Уитни. Значения с
p < 0.05 считали статистически значимыми. Так-
же cтатистическую обработку проводили с ис-
пользованием линейного регрессионного анали-
за с построением 95%-го доверительного интер-
вала.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оценка сохранности изолированного сердца
крысы после 24-часовой консервации при различ-
ных давлениях газовой смеси СО/О2. Анализ пяти
экспериментальных групп – контрольной с нуле-
вым временем хранения, группы «Кустодиол»,
хранившейся в стандартном консервирующем
растворе Кустодиола 24 ч и трех опытных групп с
временем хранения 24 ч под давлением газовой
смеси 6.5, 3.5 и 1.5 атм – показал, что общее время
работы органа после помещения на стенд и про-
ведения ретроградной перфузии оксигенирован-
ным раствором Тироде в группах «Контроль»,
«6.5 АТМ» и «3.5 АТМ» составило 245 ± 62,
340 ± 34 и 280 ± 60 мин соответственно. Сократи-
тельную активность сердца регистрировали по
работе желудочков до их полной остановки
(рис. 2а). Показатели частоты сердечных сокра-
щений в контрольной и опытных группах
«6.5 АТМ» и «3.5 АТМ» не имели достоверных раз-
личий, составив 140 ± 27 уд/мин, 117 ± 40 уд/мин и
153 ± 23 уд/мин соответственно (рис. 2б). В груп-
пе «1.5 АТМ» не наблюдалось выраженной сокра-
тительной активности желудочков. Сокращения
фиксировали только в области предсердий. В
группе «Кустодиол» сокращения отсутствовали.
Сердце выглядело сжатым, цвет тканей визуально
был темнее, чем в контрольной и опытных груп-
пах. 

Анализ инфарктных зон миокарда в группах
«6.5 АТМ» и «3.5 АТМ» практически не выявил
пораженных участков (группа «6.5 АТМ» –
2.75 ± 0.5% и группа «3.5 АТМ» – 1.17 ± 0.3%). В
группах «Кустодиол» и «1.5 АТМ», напротив, бы-
ли отмечены инфарктные зоны, составившие
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Рис. 2. Анализ сохранности изолированного сердца
крысы после 24-часовой консервации при 4°С в
группах (n = 3) «Кустодиол» – хранение в растворе
Кустодиола, «6.5 АТМ», «3.5 АТМ» и «1.5 АТМ» –
хранение под давлением 6.5, 3.5 и 1.5 атм газовой
смеси СО/О2. «Контроль» (n = 3) – нативное сердце,
не подвергнутое процедуре консервации. (а) – Мак-
симальное время работы желудочков сердца до их
полной остановки, (б) – частота сердечных сокра-
щений, (в) – площадь инфарктных зон сердца при
окрашивании трифенилтетразолия хлоридом. Дан-
ные представлены в виде «среднее ± стандартное от-
клонение».

60.36 ± 8.76% и 17.74 ± 3.5% соответственно
(рис. 2в).

Оценка сохранности изолированного сердца
крысы при пролонгированной до 48 ч гипотермиче-
ской консервации под давлением 3.5 и 6.5 атм газо-
вой смеси СО/О2. Для оценки влияния давления
газовой смеси на сохранность тканей сердца мы
пролонгировали сроки гипотермической консер-
вации, составившие 24, 36 и 48 ч (с шагом 12 ч).
Оценку сохранности тканей сердца проводили
только методом окрашивания трифенилтетразо-
лия хлоридом. 

Анализ трех экспериментальных групп – «Ку-
стодиол», «6.5 АТМ» и «3.5 АТМ» выявил следую-
щее (рис. 3): в группах «6.5 АТМ» и «3.5 АТМ» при
24-часовом хранении доля инфарктных зон была
минимальной, составив 2.75 ± 0.5% и 1.17 ± 0.3%
соответственно. В группе «Кустодиол», напротив,
были отмечены обширные инфарктные зоны на
уровне 60.36 ± 8.76%. 

После 36 ч консервации показатель поврежде-
ния тканей сердца в группе «6.5 АТМ» почти не
изменился, составив 1.15 ± 0.62%, а в группе
«3.5 АТМ» резко возрос до 68.76 ± 16.30%. Уро-
вень инфарктных зон в группе «Кустодиол» фик-
сировали на уровне 69.53 ± 15.09%. 

При продлении срока консервации до 48 ч на-
блюдали значительные инфарктные зоны во всех
экспериментальных группах: 33.65 ± 11.96% в
группе «6.5 АТМ», 61.92 ± 6.38% в группе
«3.5 АТМ» и 75.27 ± 12.29% в группе «Кустодиол». 

Влияние аргона в составе газовой смеси СО/О2
на сохранность изолированного сердца крысы в
условиях пролонгированной гипотермической кон-
сервации. Основываясь на данных об органопро-
текторных свойствах инертного газа аргона, мы
провели сравнительный анализ сохранности тка-
ней сердца при гипотермической консервации
под давлением смесей СО/О2 и СО/О2/Ar. Соот-
ношение газов в смеси СО/О2 составило 1:1, в
смеси СО/О2/Ar – 2:2:1; рабочее давление соста-
вило 3.5 атм.

Анализ экспериментальных групп «3.5 АТМ» и
«Ar 3.5 АТМ» выявил следующее: в группах
«3.5 АТМ» и «Ar 3.5 АТМ» при 24-часовом хране-
нии доля инфарктных зон достоверно различа-
лась, составив 1.17 ± 0.3% и 22.93 ± 6.08% соответ-
ственно (рис. 4).

При продлении срока консервации до 36 и 48 ч
наблюдали значительные инфарктные зоны во
всех экспериментальных группах: 68.76 ± 16.30%
и 61.92 ± 6.38% в группе «3.5 АТМ», 47.91 ± 7.51%
и 59.18 ± 16.34% в группе «Ar 3.5 АТМ». Однако
достоверные различия между эти группами не
были отмечены. 
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ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время число исследований, под-
тверждающих перспективность применения мо-
нооксида углерода как защитного агента для ги-
потермической консервации различных органов
и прежде всего сердца, увеличивается [18–20].
Можно выделить два основных направления ис-
следований: первое направление связано с изуче-
нием протективных эффектов низких концентра-
ций СО, близких к эндогенным уровням этого
газа, обеспечиваемым работой клеточных гемок-
сигеназ; второе направление предусматривает со-
четанное использование высокого давления (до
7 атм) газовых смесей монооксида углерода и
кислорода, что обеспечивает сохранность сердеч-
ной ткани при гипотермическом хранении от 24
до 72 ч (для сердца) [6–12]. Достигаемые сроки
хранения при втором подходе в разы превышают
4–6 ч, обеспечиваемые стандартной статической
холодовой консервацией. Раскрытие механизмов
защитного действия, обеспечиваемого сочетан-
ным применением этих двух газов, каждый из ко-
торых обладает широким спектром возможных

мишеней на уровне клетки, представляет собой
нетривиальную задачу. С учетом этого замечания
значительную ценность представляет эмпириче-
ский подбор оптимальных условий для достиже-
ния наибольшего защитного эффекта, по крите-
риям состава и уровня давления газовой смеси.
Такой подход помимо практической пользы поз-
волит сузить направление поисков механизмов,
лежащих в основе рассматриваемого феномена. 

В нашем исследовании показано, что при ги-
потермической газовой консервации в течение
24 ч понижение уровня давления газовой смеси
СО/О2 1:1 с 6.5 до 1.5 атм привело к появлению
инфарктных зон и нарушению сократительной
функции желудочков. При этом показатели сер-
дец, которые хранили под давлением 3.5 и 6.5 атм,
достоверно не различались. Таким образом, уро-
вень давления 3.5 атм был признан пороговым,
ниже которого не имеет смысла опускаться в
дальнейших экспериментах. Отрицательные дан-
ные, полученные при хранении сердца в консер-
вирующем растворе Кустодиола, были ожидаемы
с учетом того, что данные сроки хранения в четы-

Рис. 3. Анализ сохранности изолированного сердца крысы после 24, 36 и 48 ч консервации при 4°С в группах (n = 3)
«Кустодиол» – хранение в растворе Кустодиола, «6.5 АТМ» и «3.5 АТМ» – хранение под давлением 6.5 и 3.5 атм га-
зовой смеси СО/О2. (а) – Площадь зоны инфаркта, данные представлены в виде «среднее ± стандартное отклоне-
ние»; (б) – регрессионный анализ групп «Кустодиол» и «6.5 АТМ»; (в) – регрессионный анализ групп «Кустодиол»
и «3.5 АТМ»; (г) – регрессионный анализ групп «6.5 АТМ» и «3.5 АТМ». Для построенных линий регрессии указан
95%-й доверительный интервал.
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ре раза превышают допустимые для данного рас-
твора.

Мы изначально предполагали, что уровень ин-
фарктной зоны при пролонгации гипотермиче-
ского хранения с 24 до 36 и 48 ч также окажется
сходным в условиях давления 3.5 и 6.5 атм. Одна-
ко результаты оказались иными. Уровень ин-
фарктной зоны при 36-часовой консервации под
избыточным давлением 6.5 атм был приближен к
показателям интактного контроля, тогда как под
давлением 3.5 атм – резко возрос до показателей
группы «Кустодиол». Из этого можно сделать вы-
вод, что при пролонгации времени хранения с од-
новременным понижением избыточного давле-
ния до 3.5 атм органопротекторные свойства га-
зовой смеси снижаются. При увеличении срока
хранения до 48 ч наблюдали увеличение площади
инфарктной зоны в группе «6.5 АТМ» до 20–40%
от всей площади образца, а также одинаково вы-
сокий уровень повреждений – 50–70% в группах
«Кустодиол» и «3.5 АТМ». Полученный результат
отличается от данных, приведенных в работе [12],
где было показано незначительное преимущество
аналогичной смеси под давлением 3.5 атм при
48-часовом хранении по сравнению с давлением
7 атм. Различия в результатах могут быть обуслов-
лены применением разных методик постановки
консервации (промывка сердца, камера, время
дегазации и др.) и/или способом анализа сохран-
ности сердец (гетеротопическая транспланта-
ция). Для окончательной верификации опти-
мальных значений давления могут потребоваться
дополнительные исследования на большей вы-
борке. 

Следует отметить, что поисковое введение в
газовую смесь аргона для увеличения уровня ор-
ганопротекции [14, 15] в экспериментах по кон-
сервации сердца под давлением 3.5 атм не выяви-

ло значимых улучшений сохранности сердечной
ткани. Однако это может быть обусловлено как
низким уровнем положительного влияния самого
аргона, так и снижением количеств ключевых
компонентов смеси – монооксида углерода и
кислорода – ниже оптимального уровня. Для
окончательного исключения аргона как перспек-
тивного компонента консервирующих газовых
смесей запланированы эксперименты под повы-
шенным давлением. 

Обсуждая перспективы применения газовых
смесей в области трансплантации органов, нельзя
не затронуть потенциальные механизмы сочетан-
ного действия СО и О2, ведь раскрытие этих меха-
низмов в перспективе позволит «проектировать»
оптимальные условия консервации. Основными
молекулярными мишенями высоких концентра-
ций СО вероятнее всего являются металлосодер-
жащие (железо, медь, цинк и др.) белки. Железо –
самый распространенный элемент переходных
металлов в организме, и содержится в гемоглоби-
не (66%), миоглобине (3%), гемсодержащих фер-
ментах (0.1%), накоплениях в виде внутриклеточ-
ного ферритина (30%) и внеклеточного транс-
феррина (0.1%) [21]. Гемсодержащие ферменты
играют решающую роль в регулировании клеточ-
ной функции и включают каталазу, циклооксиге-
назу, цитохром с, цитохром P450, цитохром-с-ок-
сидазу, гуанилатциклазу, НАДФН-оксидазу,
NO-синтазы и ряд других ферментов. Показано,
что монооксид углерода ингибирует цитохром-с-
оксидазу [22] и цитохром с [23]. Было показано,
что прогрессирующее ингибирование активности
цитохром-с-оксидазы повышенным воздействи-
ем концентраций CO может привести к общему
снижению функции дыхательной цепи митохон-
дрий [24]. Таким образом, функция СО in vivo мо-
жет быть опосредована связыванием с гемсодер-

Рис. 4. Анализ сохранности изолированного сердца крысы после 24, 36 и 48 ч консервации при 4°С в группах (n = 3)
«3.5 АТМ» – хранение под давлением 3.5 атм газовой смеси СО/О2 (1:1) и «Ar 3.5 АТМ» – хранение под давлением
3.5 атм газовой смеси СО/О2/Ar (2:2:1). (а) – Площадь зоны инфаркта, данные представлены в виде «среднее ± стан-
дартное отклонение»; (б) – регрессионный анализ групп «3.5 АТМ» и «Ar 3.5 АТМ». Для построенных линий регрес-
сии указан 95%-й доверительный интервал.
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жащими ферментами. При этом в условиях, когда
орган отмыт от крови и лишен пула гемоглобина,
связывание с последними может протекать эф-
фективнее. Ключевыми органеллами клетки, на
которые воздействует СО, являются митохон-
дрии [25], так как значительная часть гемсодер-
жащих ферментов сосредоточена именно там.
Также косвенное наблюдение говорит о том, что
защитное действие СО лучше реализуется в тка-
нях с высоким содержанием митохондрий. Так,
количественное содержание белковых комплек-
сов электрон-транспортной цепи митохондрий
снижается в ряду сердце > почки > легкие [26].
Для цитохром-с-оксидазы количественное со-
держание в этих тканях составляет соответствен-
но 90, 60 и 30% от максимального. При этом от-
меченное увеличение предельных сроков консер-
вации с использованием газовой смеси СО и О2
оказалось максимальным для сердца и менее вы-
раженным для почек [27] или печени (данные не
опубликованы). Связывание и ингибирование
ряда ключевых митохондриальных ферментов
монооксидом углерода теоретически должно
приводить к снижению энергетической функции
митохондрий и падению продукции АТФ.

Кислород, с другой стороны, является важней-
шим элементом биоэнергетики клетки. Митохон-
дрии принято называть внутриклеточными «энерге-
тическими станциями», так как их функцией явля-
ется извлечение энергии из органических
соединений (субстратов) и кислорода, который их
окисляет. Нужно подчеркнуть, что энергия извлека-
ется не только из субстратов, но и непосредственно
из кислорода, который, присоединяя протоны и
электроны, дает в итоге воду с высвобождением за-
метной энергии [28]. При анаэробных процессах
высвобождается гораздо меньше энергии, чем при
аэробных. Перфузия органов газообразным кисло-
родом (персуфляция) как метод снижения повре-
ждений при тепловой и холодовой ишемии имеет
длительную историю [29]. Недавно Университетом
Ньюкасла был представлен прототип аппарата, ис-
пользующего метод кислородной персуфляции для
сохранения жизнеспособности трансплантатов [30].
Таким образом, можно предположить два разнона-
правленных действия, оказываемых смесью газов на
клеточное дыхание, что в итоге приводит к поддер-
жанию определенного предположительно снижен-
ного, но стабильного уровня аэробного метаболизма
в процессе консервации. Поддержание последнего
не дает клеткам переключиться на анаэробный тип
дыхания, сопровождающийся накоплением молоч-
ной кислоты, снижением продукции АТФ и далее
каскадом гипоксических нарушений. В недавней
работе [10] было показано, что уровень АТФ в тка-
нях сердца, подвергнутых 24-часовой газовой
консервации смесью СО/О2 (≈1.5×10–5 ммоль/г),
превышает уровень АТФ контрольной группы

сердец, хранившейся в консервирующем растворе
Виаспана (≈5.0×10–6 ммоль/г), и не уступает пока-
зателям интактного контроля. В то же время анализ
метаболической карты выявил накопление молоч-
ной кислоты в контроле (Виаспан) по сравнению с
опытом. В целом в работе делается вывод о сохране-
нии тканями в процессе газовой консервации
аэробного метаболизма, продукции АТФ и сниже-
нии окислительного стресса. В рамках сформулиро-
ванной гипотезы, снижение эффективности кон-
сервации при понижении давления может быть свя-
зано с расходованием кислорода в процессе
консервации и постепенным изменением соотно-
шения газов в смеси. Мы планируем проверить это
предположение в ближайшем будущем. 
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Effects of Pressures of Gas Mixtures Containing Carbon Monoxide, Oxygen and Argon 
on the Preservation of Rat Heart Tissues in Hypothermic Conditions

 A.E. Gurin, E.L. Gagarinsky, and E.Е. Fesenko (Jr.)

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

The effects of different pressures of carbon monoxide-oxygen gas mixtures on the preservation of the rat heart
tissue after prolonged hypothermia throughout 24-, 36- and 48-hour storage period at 4°C were evaluated.
During 24-hour storage, a decrease in the pressure of the CO/O2 gas mixture (1:1) from 6.5 to 1.5 atm resulted
in the appearance of infarct zones (17.74 ± 3.5% of the sample mass), and impaired ventricular contractile
function. At the same time, preservation rates of hearts stored at 3.5 and 6.5 atm did not differ significantly.
During 36- and 48-hour storage, it was found that a pressure of 6.5 atm had a predominant effect over that of
3.5 atm. After 48-hour storage, the infarct sizes were 33.65 ± 11.96% and 61.92 ± 6.38%, respectively. The
exploratory introduction of argon into the CO/O2 gas mixture (the CO/O2/Ar ratio = 2:2:1) aimed to syner-
gistically increase the level of myocardial protection in experimental studies at 3.5 atm did not significantly
improve cardiac tissue preservation. The potential mechanisms of the protective action of the mixture of car-
bon monoxide and oxygen in hypothermic conditions were considered.

Keywords: carbon monoxide, oxygen, argon, heart, preservation, hypothermia
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Показано влияние гибернации на количество индивидуальных фосфолипидов и нейтральных ли-
пидов, а также состояний оцепенения (спящие суслики) и выхода из него (зимние активные сусли-
ки) на синтез липидов в ткани неокортекса. Обнаружено снижение количества жирных кислот и
диглицеридов в неокортексе активных сусликов по сравнению с летними. Включение метки в ткань
и липиды неокортекса у пробудившихся сусликов было уменьшено на 25%, что объясняется сниже-
нием концентрации 14С-ацетата за счет использования ацетата в процессе дыхания у пробудивших-
ся сусликов. Липиды неокортекса суслика Spermophilus undulatus принимают участие в адаптации к
гипобиозу путем роста количества общей фракции фосфолипидов и модификации фосфолипидно-
го состава с увеличением долей фосфатидилхолина, фосфатидилинозитола и фосфатидилсерина. 

Ключевые слова: якутский суслик Spermophilus undulatus, гибернация, неокортекс, липиды.
DOI: 10.31857/S000630292105015X

Некоторые виды млекопитающих переживают
неблагоприятные условия окружающей среды
(холод, отсутствие пищи) впадением в естествен-
ное гипометаболическое состояние – естествен-
ный гипобиоз (зимнюю спячку) – в форме баута
гибернации с последующим самостоятельным
восстановлением жизнедеятельности [1]. Гибер-
нация – зимняя спячка млекопитающих – рас-
сматривается как фенотипическая адаптация ме-
таболизма к низким температурам, за счет кото-
рой происходит существование при резком
снижении обмена веществом и энергией с окру-
жающей средой [2]. Зимней спячке предшествует
перестройка энергетического метаболизма, важ-
ным звеном которой является переход на исполь-
зование липидов взамен углеводов в качестве
энергетического субстрата, в основном свобод-
ных жирных кислот и их метаболитов, образую-
щихся за счет липолиза триглицеридов [3]. Важ-
ным адаптационным приспособлением у зимо-
спящих животных служит развивающаяся в
прегибернационном периоде гиперфагия, приво-
дящая к накоплению запасов жирных кислот в
виде триглицеридов в жировых депо – в белом и

буром жире; жирные кислоты и моноглицериды
освобождаются из триглицеридов под действием
активированных липаз [4]. Головной мозг – глав-
ный регулирующий орган гибернации у зимоспя-
щих млекопитающих, и переход к гибернации
контролируется центральной нервной системой с
включением эндокринных систем и внутрикле-
точной регуляции [5, 6]. Кора головного мозга
млекопитающих обладает собственными систе-
мами синтеза основных липидов и в то же время
снабжается липидами плазмы крови, которая яв-
ляется источником питательных веществ для кле-
ток всех органов и тканей [7, 8]. У якутского сус-
лика Spermophilus undulates в гибернационный пе-
риод, состоящий из чередования длительного сна
(баут спячки) и короткого пребывания в актив-
ном состоянии (интербаут), во время сна интен-
сивность потребления кислорода снижается по-
чти в 100 раз, а температура тела падает до –2°С,
возвращаясь к 37°С при пробуждении [9]. Пока-
зано, что фенотипическая адаптация млекопита-
ющих к экстремальным условиям среды обита-
ния проявляется в специфических изменениях
липидного обмена [10, 11]. Определены глубокие
изменения липидов в органеллах клеток печени
при гибернации якутского суслика S. undulates
[12].

Сокращения: ФХ − фосфатидилхолин, ФС − фосфатидил-
серин, ФИ − фосфатидилинозитол, МГ − моноглицериды,
ОФФЛ − общая фракция фосфолипидов, ОФЛ – общая
фракция липидов.
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Сведения о влиянии гибернации на метабо-
лизм липидов мозга млекопитающих немного-
численны. Показано, что в неокортексе суслика
S. undulatus состояние оцепенения (спячка) со-
провождалось падением количества холестерина
в гомогенате ткани и в микросомальной фракции
неокортекса; отмечалось повышенное количе-
ство фосфатидилхолина у гибернирующих жи-
вотных и высокий уровень сфингомиелина – у
летних [13]. Отсутствуют сведения о влиянии ги-
бернации на ферменты синтеза жирных кислот и
холестерина, а также ацилирование фосфолипи-
дов и глицеридов в нервной ткани. Представляет
интерес исследование синтеза липидов неокор-
текса гибернирующих животных, способных пе-
реносить высокие концентрации жирных кислот
в крови в течение почти полугодового периода
зимней спячки [14]. Ацетил-КоА используется
для синтеза холестерина и жирных кислот, и эк-
зогенный ацетат является прямым предшествен-
ником синтеза этих липидов. При исследовании
включения меченого по 14С ацетата в липиды го-
могената неокортекса можно получить данные о
влиянии состояний оцепенения и выхода из него
животных в ходе гибернации на активность ли-
митирующих ферментов синтеза холестерина –
оксиметилглютарил-КоА-редуктазы, а также
синтетаз жирных кислот и ацилтрансфераз. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Половозрелых длиннохвостных сусликов Sper-
mophilus undulatus массой 400–800 г отлавливали
летом в районе г. Якутска. Условия отлова, содер-
жания и мониторинг состояния сусликов описа-
ны ранее [13, 15]. Эксперименты проводили с дву-
мя группами зимних сусликов: первая группа –
зимние спящие, находящиеся в состоянии спяч-
ки (оцепенения, декабрь–февраль), которых де-
капитировали в середине гибернационного баута
при температуре тела от 1 до 7°C (средняя темпе-
ратура тела 4.2°С), вторая группа – активные жи-
вотные (зимние суслики после выхода из оцепе-
нения). Активных животных использовали между
баутами спячки, их забивали через 4 ч после про-
буждения при температуре тела 37°C. Третью
группу составляли летние суслики, взятые в
июне–июле и находящиеся в состоянии нормо-
термии. Сусликов декапитировали согласно при-
нятым в Учреждении РАН Институте биофизики
клетки РАН правилам [16].

Кору больших полушарий головного мозга
суслика S. undulatus быстро извлекали, взвешива-
ли и гомогенизировали в 10 объемах среды инку-
бации, содержащей 0.32 M сахарозы, 0.01 M трис-
HCl, 1 мМ MgCl2, 1 мМ ЭДТА, pH 7.4, все опера-
ции проводили при 4°C. Аликвоты гомогената от-
бирали на определение количества белка, экс-

тракцию и хроматографию липидов, а также
на определение содержания нейтральных липи-
дов и фосфолипидов до инкубирования. Радио-
активный предшественник синтеза липидов тка-
ни 14C-ацетат натрия с удельной активностью
1.8 ГБк/моль добавляли в гомогенат в концентра-
ции 0.74 МБк/мл и инкубировали при 37°С в те-
чение 30 мин, периодически осторожно встряхи-
вая. После отмывания гомогената от невключен-
ной радиоактивной метки немеченым ацетатом
натрия определяли динамику ее включения в
жирнокислотные цепи различных классов липи-
дов за время инкубации. Все процедуры по экс-
тракции липидов, тонкослойной хроматографии
нейтральных липидов и фосфолипидов, опреде-
лению количества белка и липидов до включения
14C-ацетата в гомогенат неокортекса и после ин-
кубации проводили по ранее описанным методам
[17, 18]. Индивидуальные липиды после элюиро-
вания с силикагельных хроматограмм перерас-
творяли в определенном объеме хлороформа–ме-
танола. Часть липидного экстракта использовали
для определения количества липидов, отбирали
аликвоты для измерения общей и удельной ра-
диоактивности. Подсчет радиоактивности вы-
полняли на сцинтиляционном счетчике SL-30
(Intertechnique, Франция). Общую радиоактив-
ность рассчитывали в имп/мин на 1 мг белка,
удельную радиоактивность – в имп/мин на 1 мкг
липида. Достоверность различий оценивали с по-
мощью однофакторного дисперсионного анализа
ANOVA (Tukey Test). Приведены средние значе-
ния ± стандартная ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние состояний оцепенения и активности

гибернирующих якутских сусликов Spermophilus
undulatus на содержание фосфолипидов и ней-
тральных липидов в ткани неокортекса по срав-
нению с количеством у летних животных пред-
ставлено в табл. 1. При сравнении данных резуль-
татов с полученными ранее [13, 19] отмечаются
незначительные отличия по количеству общих и
индивидуальных фосфолипидов в неокортексе
зимних сусликов по сравнению с летними. По на-
шим данным, в зимний период у спящих и актив-
ных сусликов по сравнению с летними гиберна-
ция сопровождается ростом содержания фосфо-
липидов в общей фракции (ОФФЛ) в 1.3 раза,
фосфатидилхолина (ФХ) – в два раза, фосфати-
дилсерина (ФС) – в полтора раза, фосфатидили-
нозитола (ФИ) – в полтора-два раза. Содержание
фосфатидилэтаноламина, сфингомиелина и кар-
диолипина в ткани неокортекса у гибернирую-
щих сусликов не изменяется по сравнению с лет-
ними животными. Количество лизофосфатидил-
холина снижено у спящих и активных сусликов
по отношению к летним на 40 и 50% соответ-
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ственно. По нашим данным, при гибернации у
зимних сусликов по отношению к летним коли-
чество ФХ, ФИ и ФС увеличено, количество
сфингомиелина, кардиолипина и фосфатидил-
этаноламина такое же, как и у летних, количество
лизофосфатидилхолина существенно снижено.
Этот эффект, возможно, связан с изменением ме-
таболизма липидов неокортекса в связи с актива-
цией функций при пробуждении. Фосфолипид-
ный состав неокортекса гибернирующих сусли-
ков также изменен по сравнению с летними и
характеризуется подавляющим преобладанием
количества ФХ – (40 моль% от суммы фосфоли-
пидов), возростанием долей ФХ, ФС, ФИ в пол-
тора-два раза, уменьшением долей лизофосфати-
дилхолина и сфингомиелина в два раза; доли фос-
фатидилэтаноламина и кардиолипина не
изменились (табл. 2). Можно полагать, что фос-
фолипиды неокортекса суслика Spermophilus un-
dulatus принимают участие в адаптации к гипоби-
озу путем изменения фосфолипидного состава. У
зимних животных (спящих и активных) в неокор-
тексе наблюдаются противоположные изменения
содержания нейтральных липидов (табл. 1). Ко-
личество холестерина, в соответствии с данными
работы [13], уменьшается на 30% у сусликов при

спячке, повышаясь при переходе животных в ак-
тивное состояние. Количество жирных кислот и
диглицеридов в неокортексе активных сусликов
по сравнению с летними достоверно (в 2.5 раза)
уменьшено. Содержание моноглицеридов и триг-
лицеридов незначительно повышается в неокор-
тексе у спящих сусликов, у активных остается на
уровне летних. Можно предположить, что рост
количества ФХ, ФС, ФИ и снижение содержания
жирных кислот и диглицеридов входит в систему
адаптации фосфолипидов неокортекса к суще-
ствованию животного в условиях гибернации как
повреждающего воздействия.

В период бодрствования, продолжающегося в
течение 24–48 ч, в тканях суслика показана акти-
вация ферментов новообразования глюкозы [20].
Использование глицерола для синтеза моно- и
триглицеридов у активных сусликов может быть
снижено. Возможно, моно- и триглицериды на-
капливаются в неокортексе спящих сусликов,
принимая участие в гибернационном бауте.

Интенсивность образования липидов оцени-
вали по количеству включенной в ткань и липиды
неокортекса суслика S. undulatus радиоактивной
метки (14С-ацетат) после инкубации проб in vitro

Таблица 1. Количество липидов в неокортексе якутских сусликов S. undulatus в летний и зимний периоды 

Липиды Летние суслики, 
температура тела 37°C

Зимние суслики
Спящие, температура тела 

4°C
Активные, температура 

тела 37°C

Общие фосфолипиды 417.2 ± 18.2 550.3 ± 37.0* 462.3 ± 25.0

Сфингомиелин 56.4 ± 7.1 45.8 ± 7.0 43.4 ± 6.1

Фосфатидилхолин 100.8 ± 14.2 217.1 ± 15.5* 187.5 ± 8.3*

Фосфатидилсерин 53.6 ± 3.1 86.8 ± 4.0* 78.3 ± 10.1*

Фосфатидилинозитол 14.4 ± 1.2 28.4 ± 4.0* 23.8 ± 1.0*

Кардиолипин 15.6 ± 1.9 10.9 ± 2.6 13.7 ± 2.7

Фосфатидилэтаноламин 138.3 ± 9.7 156.4 ± 10.3 135.3 ± 17.0

Лизофосфатидилхолин 27.6 ± 4.1 16.9 ± 2.6* 12.6 ± 2.9*

Холестерин 139.5 ± 10.6 111.5 ± 6.3* 156.4 ± 13.0*#

Жирные кислоты 38.8 ± 6.6 24.5 ± 4.6 15.6 ± 2.9*

Моноглицериды 10.6 ± 1.6 14.1 ± 0.5# 9.8 ± 1.8

Диглицериды 10.4 ± 1.3 8.4 ± 2.0 6.1 ± 0.9*
Триглицериды 28.4 ± 2.5 38.6 ± 3.3 27.6 ± 2.5
Холестерин/фосфолипиды, М/М 0.63 ± 0.07 0.40 ± 0.04 0.68 ± 0.06
Белок, мг на 1 г ткани 63.1 ± 1.3 80.4 ± 4.3* 77.6 ± 1.1* 
Примечание. Количество липидов указано в мкг липида на мг белка), n = 4. * – Отличие от летних сусликов достоверно,
p < 0.05; # – отличие от спящих зимних сусликов достоверно, p < 0.05.
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(табл. 3). Включение метки в ткань неокортекса у
спящих сусликов увеличено на 40% по сравнению
с активными. Основная часть меченого ацетата
включилась в общую фракцию липидов (ОФЛ)
неокортекса, включение метки в общую фракцию
фосфолипидов у спящих сусликов увеличено на
45%. Уровень включения метки в общие липиды
(ОФЛ) и общую фракцию фосфолипидов (ОФ-
ФЛ) был выше у спящих животных. Включение
метки в ткань и липиды неокортекса у пробудив-
шихся сусликов было уменьшено на 25%, что
объясняется снижением концентрации 14С-аце-
тата за счет использования ацетата в процессе ды-
хания у пробудившихся сусликов.

Меченые жирные кислоты включаются в фос-
фолипиды путем реакций ацилирования. Моди-
фикация жирнокислотных участков фосфолипи-
дов играет большую роль в функциональной ак-
тивности целой молекулы [21].

Показано, что в зимний период количество хо-
лестерина в неокортексе спящих сусликов умень-
шилось, удельная радиоактивность не отличалась
достоверно у спящих и активных животных
(табл. 1 и 4). Этот феномен представляет особый

интерес для анализа состояния регуляции сиг-
нальных систем при гибернации. Регуляция син-
теза холестерина осуществляется холестерином –
конечным продуктом синтеза – по принципу об-
ратной связи через холестеролзависимые фер-
менты и переносчиков в эндоплазматическом ре-
тиклуме и в аппарате Гольджи с участием тран-
скрипционных факторов, индуцирующих в ядре
образование мРНК для синтеза лимитирующего
фермента синтеза холестерина оксиметилглута-
рилредуктазы и ферментов ее катаболизма [22].
Из анализа результатов следует, что уменьшение
количества холестерина в неокортексе спящих
сусликов, показанное ранее [13], не вызывает ак-
тивации синтеза холестерина и, следовательно,
не индуцирует образование оксиметилглутари-
лредуктазы. Фенотипическая адаптация млеко-
питающих к гипобиозу в условиях зимней спячки
включает в себя подавление индукции лимитиру-
ющего фермента синтеза холестерина – оксиме-
тилглутарилредуктазы – в неокортексе. Таким
образом, в неокортексе регуляторные связи мета-
болизма холестерина включены в адаптацию мле-
копитающих к действию экстремальных условий

Таблица 2. Влияние гибернации на фосфолипидный состав неокортекса якутских сусликов S. undulatus в летний
и зимний периоды 

Фосфолипиды Летние суслики, 
температура тела 37°C

Зимние суслики

Спящие, температура тела 
4°C

Активные, температура 
тела 37°C

Лизофосфатидилхолин 6.6 ± 1.0 3.1 ± 0.6* 2.9 ± 0.6*

Сфингомиелин 13.5 ± 3.0 8.3 ± 1.3 10.6 ± 1.5

Фосфатидилхолин 21.1 ± 3.4 41.2 ± 3.0* 43.4 ± 5.0* 

Фосфатидилсерин 12.8 ± 0.7 15.8 ± 2.3* 18.2 ± 2.7*

Фосфатидилинозитол 3.4 ± 0.5 5.2 ± 0.7* 5.6 ± 0.2*

Кардиолипин 3.7 ± 0.5 2.0 ± 0.4 3.2 ± 0.6

Фосфатидилэтаноламин 33.1 ± 3.6 28.4 ± 1.8 31.1 ± 3.6

Примечание. Количество фосфолипидов указано в моль% фосфолипида по отношению к общим фосфолипидам, n = 4. * –
Отличие от летних сусликов достоверно, p < 0.05.

Таблица 3. Включение 14С-ацетата в ткань неокортекса, а также в общую фракцию липидов и фосфолипидов
неокортекса суслика S. undulatus в зимний период 

Состояние животных
Радиоактивность, имп/мг белка 

Ткань неокортекса ОФЛ ОФФЛ

Спящие 6721.0 ± 530.4* 2579.6 ± 315.9* 1711.0 ± 149.2*

Активные 4656.0 ± 600.2 1577.2 ± 71.3 1171.4 ± 93.4

Примечание. * – Отличие от активных сусликов достоверно, p < 0.05; n = 4.
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окружающей среды. Удельная радиоактивность
по 14С-ацетату была выше у лизофосфатидилхо-
лина и моноглицеридов (табл. 4). Лизофосфати-
дилхолин служит промежуточным звеном обра-
зования фосфатидной кислоты – ключевого ин-
термедиата синтеза фосфолипидов. Большую
часть моноглицеридов мозга представляет арахи-
даноилглицерид [23]. Увеличение удельной ра-
диоактивности лизофосфатидилхолина и моно-
глицеридов у спящих сусликов подтверждает
представление о специфической активации фер-
ментов ацилирования глицеридов при оцепене-
нии в ходе гибернации млекопитающих.

ВЫВОДЫ

Получены данные о влиянии гибернации на
количество индивидуальных фосфолипидов и
нейтральных липидов и состояний оцепенения
(спящие суслики) и выхода из него (активные) на
синтез липидов в ткани неокортекса якутского
суслика S. undulatus. Показано снижение количе-
ства жирных кислот и диглицеридов в гомогенате
неокортекса активных сусликов по сравнению с
летними. Включение радиоактивной метки (14С-
ацетата) в ткань неокортекса у спящих сусликов
увеличено на 40% по сравнению с активными.
Основная часть меченого ацетата включилась в
общую фракцию липидов (ОФЛ) неокортекса,
включение в общую фракцию фосфолипидов у

спящих сусликов увеличено на 45%. Уровень
включения в общие липиды (ОФЛ) и общую
фракцию фосфолипидов (ОФФЛ) был выше у
спящих животных. Включение в ткань и липиды
неокортекса у пробудившихся сусликов было
уменьшено на 25%, что объясняется снижением
концентрации 14С-ацетата за счет использования
ацетата в процессе дыхания у пробудившихся сус-
ликов. Липиды неокортекса суслика Spermophilus
undulatus принимают участие в адаптации к гипо-
биозу путем роста количества ОФФЛ и модифи-
кации фосфолипидного состава с увеличением
долей ФХ, ФИ и ФС.
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Таблица 4. Удельная радиоактивность липидов неокортекса спящих и активных якутских сусликов S. undulatus 

Липиды
Удельная радиоактивность, имп/мин/мкг липида

Спящие суслики Активные суслики 

Лизофосфатидилхолин 6.8 ± 0.5* 3.0 ± 0.3

Сфингомиелин 2.4 ± 0.1 2.7 ± 0.2

Фосфатидилхолин 1.5 ± 0.3 1.1 ± 0.4

Фосфатидилсерин 1.2 ± 0.4 1.1 ± 0.1

Фосфатидилинозитол 3.8 ± 0.9 2.3 ± 0.1

Фосфатидилэтаноламин 1.4 ± 0.2 1.4 ± 0.2

Кардиолипин 4.9 ± 3.5 1.5 ± 1.2

ОФФЛ 3.2 ± 0.1 2.6 ± 0.2

Холестерин 0.3 ± 0.03 1.0 ± 0.08

Свободные жирные кислоты 1.8 ± 1.3 1.7 ± 1.0

Диглицериды 3.0 ± 0.6 2.0 ± 0.1

Моноглицериды 7.8 ± 0.4* 5.6 ± 0.2

Триглицериды 2.5 ± 1.8 1.6 ± 1.0

Примечание. Количество фосфолипидов указано в моль% фосфолипида по отношению к общим фосфолипидам, n = 4. * –
Отличие от летних сусликов достоверно, p < 0.05.
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The Influence of Hibernation on Lipid Metabolism in the Neocortex of Yakutian Ground 
Squirrel Spermophilus undulates

 L.N. Markevich, O.V. Bykova, A.A. Lakhina, and I.K. Kolomiytseva

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

The effect of hibernation on the number of individual phospholipids and neutral lipids, as well as the effect
of entry to (ground squirrels are torpid) and exit from hibernation (ground squirrels are active during the win-
ter) on the synthesis of lipids in the neocortex tissue of S. undulatus are investigated. It was found that the neo-
cortex of winter active ground squirrels showed a decrease in the fatty acid level and the diglyceride content
as compared to that of summer animals. The inclusion of the label in the neocortex tissue and lipids in awak-
ened ground squirrels was reduced by 25%, that could be explained by a decrease in the concentration of 14C-
acetate due to the use of acetate during respiration in awakened ground squirrels. Lipids of the neocortex of
the ground squirrel S. undulatus participate in adaptation to hypobiosis by increasing the amount of the total
fraction of phospholipids and modifying the phospholipid composition, with an increase in the proportion of
phosphatidylcholine, phosphatidylserine and phosphatidylinositol.

Keywords: Yakutian ground squirrel Spermophilus undulatus, hibernation, neocortex, lipids
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Проведено сравнительное изучение противоопухолевой и цитотоксической активности двух поли-
мерных соединений на основе полиакриловой кислоты, содержащих золото (аурумакрил) и серебро
(аргакрил). Препараты эффективно ингибируют развитие солидных опухолей мышей (карцинома
легких Льюис, аденокарцинома Акатол, аденокарцинома Са-755) и обладают выраженным цито-
токсическим эффектом в отношении клеток опухоли человека (культура клеток MCF-7). Коэффи-
циент торможения роста опухолей мышей колеблется в пределах от 55 до 90% по сравнению с кон-
тролем. Показатель цитотоксического эффекта ИК50 составляет 25 мкг/мл и 100 мкг/мл для арга-
крила и аурумакрила соответственно. Чувствительность к препаратам клеток опухолей животных
in vivo и клеток опухоли человека in vitro зависит от природы металла в комплексном полимерном
соединении. 

Ключевые слова: полиакрилат золота (аурумакрил), полиакрилат серебра (аргакрил), противоопухоле-
вая активность, цитотоксический эффект, солидные опухоли мышей, культура клеток опухоли чело-
века. 
DOI: 10.31857/S0006302921050161

Изучение в качестве потенциальных противо-
опухолевых препаратов металлоорганических со-
единений и, в частности, структур, содержащих
благородные металлы, признано одним из весьма
перспективных направлений исследований в об-
ласти биомедицинской химии, эксперименталь-
ной и клинической онкологии [1–3]. 

Характерные химические свойства этих соеди-
нений, обусловленные наличием иона металла,
определяют их особый фармакологический про-
филь и механизмы действия. Особый интерес ме-
таллсодержащие вещества вызывают в связи с
тем, что мишени, на которые направлено их дей-
ствие и механизмы его реализации, отличают эти
соединения от известных, клинически апробиро-
ванных лекарственных средств [4, 5]. 

В последние годы особое внимание уделяется
исследованию металлоценов, содержащих золо-
то. Показано, что золотосодержащие комплексы
обладают высокой цитотоксической активно-
стью в отношении ряда стабильных клеточных
линий опухолей человека in vitro, а также значи-

мой противоопухолевой активностью в отноше-
нии опухолей животных in vivo [6–8]. 

Ранее нами была обнаружена противоопухоле-
вую активность полимерных соединений на ос-
нове полиакриловой кислоты, содержащих бла-
городные металлы (золото и серебро) [9–16].

В продолжение этого направления исследова-
ний мы провели сравнительное изучение проти-
воопухолевой и цитотоксической активности
двух соединений – полиакрилата золота (ауру-
макрил) и полиакрилата серебра (аргакрил), ре-
зультаты которого представлены в данной работе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Препараты. Исследовавшиеся полиметаллоакри-

латы представляют собой неполные металлические
соли полиакриловой кислоты, содержащие ионы
благородных металлов (8 масс. %). Аурумакрил –
неполная золотая соль полиакриловой кислоты, от-
вечает общей формуле (–CH2–CHCOOH–)n
(MCH2CHCOOAuCl3H–)m; аргакрил ‒ неполная

УДК 542.957:547.7:547.854:547.857:615.27.3

БИОФИЗИКА СЛОЖНЫХ СИСТЕМ



ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЙ И ЦИТОТОКСИЧЕСКИЙ ЭФФЕКТ 979

БИОФИЗИКА  том 66  № 5  2021

серебряная соль полиакриловой кислоты, отвечает
общей формуле (–CH2–CHCOOH–)n-(–CH2CH-
COOAg–)m, где n = 12000–35000, m = 1650–6650.
Молекулярная масса полимеров составляет 100–
300 кДа. Инфракрасные спектры препаратов со-
держат полосы поглощения карбоксильной и
карбоксилатной групп при 1720 и 1570 см–1 соот-
ветственно. Субстанции препаратов представляют
собой стекловидные пластинки золотистого (ауру-
макрил) и серебристого (аргакрил) цвета, хорошо
растворимые в воде [11, 12]. В условиях in vivo пре-
параты применяли в виде водных растворов внут-
рибрюшинно многократно, ежедневно, начиная
со следующих суток после перевивки опухоли в
следующих суточных дозах: аурумакрил – 20 мг/кг,
аргакрил – 2 и 6 мг/кг. Оценка цитотоксического
эффекта препаратов in vitro проведена при их кон-
центрациях в диапазоне от 0.0019 до 2.0 мг/мл. 

Лабораторные животные. Эксперименты про-
ведены на инбредных линейных мышах BDF1 –
гибридах первого поколения f1(C57Bl/6 × DBA2),
а также мышах линии Balb/c, массой 18–20 г (раз-
ведение питомника «Филиал «Столбовая»
НЦБМТ ФМБА России»).

Модели опухолей животных. В качестве опухо-
левых тест-систем служили перевиваемые солид-
ные опухоли мышей – карцинома легких Льюис и
аденокарцинома Са-755 (мыши BDF1), аденокар-
цинома Акатол (мыши Balb/c). Перевивку опухо-
лей осуществляли в соответствии со стандартной
методикой под кожу правого бока мышей измель-
ченными фрагментами опухолевой ткани, содер-
жащейся в 0.3 мл физиологического раствора
хлористого натрия [17]. 

Оценка противоопухолевого эффекта in vivo.
Показателями ростингибирующего эффекта пре-
паратов служили различия в кинетике роста опу-
холей и средней продолжительности жизни у ле-
ченых (Т) и контрольных (С) животных. Коэф-
фициент торможения роста опухоли (ТРО, %)
определялся из соотношения ТРО = (РС – РТ)/
РС, где РС и РТ – средняя масса опухолей мышей
в группах контрольных и леченых животных. Из-
менение средней продолжительности жизни
(Δτ, %) определялось как Δτ = (τС – τТ)/τС, где τС
и τТ – средняя продолжительность жизни мышей

в группах контрольных и леченых животных [12,
17]. 

Оценка цитотоксического эффекта in vitro. Для
сравнительной оценки цитотоксического эффек-
та аурумакрила и аргакрила в отношении клеток
опухолей человека использована клеточная куль-
тура рецептор-положительной карциномы мо-
лочной железы линии MCF-7, полученная из
банка опухолей НМИЦ онкологии им. Н.Н. Бло-
хина. Цитотоксичность препаратов оценивали
путем определения доли выживших по сравне-
нию с контролем клеток с использованием стан-
дартного МТТ-теста, основанного на сравни-
тельном спектрофотометрическом определении
оптической плотности раствора формазана в
группах клеток, подвергавшихся воздействию
препарата, и в контроле, в соответствии с ранее
описанной методикой [18]. 

Статистический анализ результатов. Статисти-
ческую обработку полученных данных проводили
с использованием пакетов компьютерных про-
грамм Statistica 6.0 и Statistica 8.0. Результаты
представлены как среднее из двенадцати индиви-
дуальных измерений для каждого эксперимен-
тального животного и из четырех индивидуаль-
ных измерений для культивируемых клеток.
Оценка достоверности различий между сравни-
ваемыми параметрами проведена помощью t-кри-
терия Стьюдента. Различия признаются досто-
верными при условии, что вычисленные значе-
ния t превышают значения критерия Стьюдента
t0.1 для определенных уровней значимости
(p ≤ 0.01) при заданном числе степеней свободы f
[17]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Противоопухолевая активность препаратов

in vivo. Противоопухолевая активность аргакрила
и аурумакрила установлена на моделях солидных
опухолей мышей – карциноме легких Льюис,
аденокарциноме Акатол и аденокарциноме Са-
755 – при ежедневном многократном внутрибрю-
шинном введении препаратов. 

Отметим, что аурумакрил применяли в суточ-
ной дозе 20 мг/кг, в то время как аргакрил ис-
пользовали в большинстве опытов в дозе 2 мг/кг,

Таблица 1. Острая токсичность полиакрилатов благородных металлов 

Препарат Максимально-переносимая доза, мг/кг Срединная летальная доза, мг/кг

Аргакрил 20 30

Аурумакрил 100 150

Примечание. Мыши BDF1, введение однократно, внутрибрюшинно. 
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что объясняется значительно более высокой ток-
сичностью препарата, содержащего серебро, по
сравнению с препаратом золота. Как видно из
представленных в табл. 1 данных, максимально
переносимая доза и срединная летальная доза ау-
румакрила в пять раз превышают соответствую-
щие дозы для аргакрила (табл. 1). 

Было показано, что аргакрил эффективно тор-
мозит развитие карциномы легких Льюис (90%) и
аденокарциномы Са-755 (70%), проявляя не-
сколько меньшую активность в отношении опу-
холи Акатол (55%) (рис. 1, табл. 2). 

Аурумакрил тормозит развитие всех трех изу-
ченных солидных опухолей мышей на 80–90%
(рис. 2, табл. 2). 

При этом средняя продолжительность жизни
животных под влиянием аргакрила увеличивает-
ся на 46% (карцинома легких Льюис), а под влия-
нием аурумакрила – на 31% (аденокарцинома
Са-755) по сравнению с контролем (табл. 3).

Как видно из представленных данных, оба
препарата, содержащих как серебро, так и золото,
проявляют существенный противоопухолевый
эффект в отношении солидных опухолей мышей.

Цитотоксический эффект препаратов in vitro.
Влияние аргакрила и аурумакрила на выживае-
мость клеток MCF-7 в зависимости от концен-
трации препаратов характеризуют данные, пред-
ставленные на рис. 3 и в табл. 4.

Как видно из представленных данных, оба
изученных препарата обладают дозозависимым

Рис. 1. Противоопухолевая активность аргакрила на моделях карциномы легких Льюис (а), аденокарциномы
Акатол (б) и аденокарциномы Са-755 (в): 1 – контроль; 2 – аргакрил, 2 мг/кг/сут, внутрибрюшинно, с первых по
пятые сутки после перевивки опухоли (Са-755 – 6 мг/кг/сут, с первых по девятые сутки). 

Таблица 2. Противоопухолевая активность полиакрилатов благородных металлов на моделях солидных опухолей
мышей 

Штамм 
опухоли

Доза, мг/кг/сут, и 
режим введения

Время оценки 
эффекта, сут

Средняя масса опухоли, г Коэффициент 
торможения роста 

опухоли, % 
леченые 

животные
контрольные 

животные
Аргакрил

Карцинома 
Льюис 2 (1 – 5 сут) 15 0.7 ± 0.1 6.5 ± 0.4 90

Акатол 2 (1 – 5 сут) 27 2.1 ± 0.2 4.7 ± 0.6 55

Са-755 6 (1 – 9 сут) 21 3.8 ± 0.3 1.2 ± 0.2 70

Аурумакрил
Карцинома 

Льюис 20 (1 – 5 сут) 21 0.8 ± 0.1 3.8 ± 0.5 80

Акатол 20 (1 – 5 сут) 27 0.5 ± 0.1 4.7 ± 0.6 90

Са-755 20 (1 – 5 сут) 15 1.2 ± 0.2 5.2 ± 0.5 77
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цитотоксическим действием на опухолевые клет-
ки, вызывая их гибель, выраженность которой за-
висит от концентрации препарата и природы ме-
талла, содержащегося в полимере.

Аргакрил и аурумакрил вызывают практиче-
ски полную гибель опухолевых клеток (94–96%)
при воздействии в максимальной концентрации
2 мг/мл (рис. 3, табл. 4). 

Однако в целом концентрационные зависимо-
сти, характеризующие цитотоксическое действие
препаратов, имеют весьма существенные количе-
ственные различия, что находит свое отражение в
разнице между расчетными значениями концен-
трации вещества, вызывающей гибель 50% опу-
холевых клеток (ИК50) для аргакрила и аурумак-
рила. Так, значения ИК50 составляют 0.025 мг/мл
(25 мкг/мл) и 0.100 мг/мл (100 мкг/мл) для арга-
крила и аурумакрила соответственно (рис. 3,
табл. 4). 

В соответствии с приведенными значениями
показателя ИК50 – общепринятого критерия
оценки цитотоксичности веществ – аргакрил об-

ладает в четыре раза более высоким цитотоксиче-
ским эффектом в отношении клеток рака молоч-
ной железы MCF-7, чем аурумакрил.

Вместе с тем необходимо подчеркнуть, что, не-
смотря на обнаруженные количественные разли-
чия в цитотоксическом эффекте аргакрила и ау-
румакила, оба изученных препарата обладают вы-
раженной способностью оказывать летальное
действие на клетки опухоли человека.

ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что полиакрилаты, содержащие как зо-
лото, так и серебро, обладают существенной про-
тивоопухолевой активностью в отношении со-
лидных опухолей мышей (карцинома легких
Льюис, аденокарцинома Акатол, аденокарцино-
ма Са-755) in vivo и выраженным цитотоксиче-
ским эффектом в отношении клеток опухоли че-
ловека (культура клеток MCF-7) in vitro.

Рис. 2. Противоопухолевая активность аурумакрила на моделях карциномы легких Льюис (а), аденокарциномы
Акатол (б), аденокарциномы Са-755 (в): 1 – контроль; 2 – аурумакрил, 20 мг/кг/сут, внутрибрюшинно, с первых по
пятые сутки после перевивки опухоли. 

Таблица 3. Влияние препаратов аргакрил и аурумакрил на продолжительность жизни животных с солидными
опухолями 

Штамм 
опухоли Препарат Доза, мг/кг/сут, и 

режим введения

Средняя продолжительность 
жизни животных, сут Увеличение средней 

продолжительности 
жизни мышей, %леченые 

животные
контрольные 

животные

Карцинома 
Льюис Аргакрил 2 (1 – 5 сут) 34.5 ± 4.6 25.0 ± 2.8 46

Са-755 Аурумакрил 20 (1 – 5 сут) 35.2 ± 6.8 26.8 ± 7.2 31
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Рис. 3. Изменение доли погибших клеток MCF-7 в зависимости от концентрации аргакрила (а) и аурумакрила (б). 

Таблица 4. Выживаемость и гибель клеток опухоли человека под влиянием полиакрилатов серебра и золота
(культура клеток МСF-7) 

Концентрация 
препарата, мг/мл

Показатель оптической 
плотности формазана

Показатель цитотоксического эффекта

Выжившие клетки, % Погибшие клетки, %

Аргакрил (ID50 = 0.025 мг/мл)

0.0039 1.384 ± 0.032 97 3
0.0078 1.368 ± 0.041 96 4
0.0156 1.347 ± 0.065 94 6
0.0312 0.426 ± 0.039 30 70
0.0625 0.178 ± 0.015 12 88
0.1250 0.159 ± 0.003 11 89
0.2500 0.152 ± 0.003 11 89
0.5000 0.132 ± 0.002 9 91
1.0000 0.108 ± 0.001 8 92
2.0000 0.064 ± 0.005 4 96

Контроль 1.430 ± 0.015 100 0
Аурумакрил ID50 = 0.100 мг/мл) 

0.0019 1.370 ± 0.084 87 13
0.0039 1.369 ± 0.050 87 13
0.0078 1.408 ± 0.022 89 11
0.0156 1.363 ± 0.038 86 14
0.0312 1.226 ± 0.048 78 22
0.0625 1.039 ± 0.037 66 34
0.1250 0.581 ± 0.055 37 63
0.2500 0.113 ± 0.024 7 93
0.1250 0.581 ± 0.055 37 63
0.5000 0.090 ± 0.002 6 94
1.0000 0.088 ± 0.002 6 94
2.0000 0.097 ± 0.002 6 94

Контроль 1.576 ± 0.073 100 0
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Вместе с тем следует отметить, что природа ме-
талла оказывает определенное влияние на биоло-
гические эффекты этих препаратов. 

Полиакрилат серебра обладает в пять раз более
высокой токсичностью по сравнению с полиа-
крилатом золота. 

Аурумакрилу, вызывающему торможение ро-
ста всех трех изученных штаммов опухолей на
80–90%, свойственен несколько более широкий
спектр действия по сравнению с аргакрилом, ко-
торый проявляет меньшую активность в отноше-
нии одной из опухолей – аденокарциномы Ака-
тол, ингибируя ее развитие не более чем на 55%. 

Аргакрил обладает в четыре раза более высо-
ким цитотоксическим эффектом, чем аурумак-
рил в отношении клеток рака молочной железы
MCF-7.

На основании полученных данных можно по-
лагать, что природа содержащегося в полимере
металла оказывает влияние на чувствительность
опухолевых клеток различного генеза к изучав-
шимся препаратам. 

В этой связи уместно отметить, что ранее нами
была установлена дифференциальная чувстви-
тельность различных клеточных культур опухо-
лей человека к аурумакрилу [16]. 

Учитывая обнаруженный значительный цито-
токсический эффект аргакрила в отношении кле-
ток культуры MCF-7, представляется целесооб-
разным изучить в дальнейшем действие препара-
та на расширенной выборке клеточных культур
опухолей человека.

Рассматривая механизм действия металлопо-
лиакрилатов, отметим, что полимерные комплек-
сы, которые содержат в своем составе ионоген-
ные группы и наночастицы металла, способны к
комплементарным конформационным превра-
щениям и кооперативному связыванию, а также к
невалентным взаимодействиям с биологически-
ми объектами. Эти свойства определяют возмож-
ный широкий спектр фармакологической актив-
ности полимерных композитов, содержащих на-
ночастицы благородных металлов, в том числе в
качестве потенциальных лекарственных препара-
тов [19]. 

Известно, что содержащие благородные ме-
таллы полиакрилаты обладают значительной ге-
мостатической активностью, обусловленной вы-
сокой специфичностью их взаимодействия с мо-
лекулой альбумина крови с образованием
интерполимерного комплекса [19]. 

Эффективность взаимодействия наночастиц с
макромолекулой в физиологических условиях
определяется не только присутствием в полимере
определенных функциональных групп, но и их
реакциями с поверхностными атомами наноча-
стиц, зависящими от природы металла в качестве

доноров электронов. Серебро и золото, как из-
вестно, имеют разные потенциалы ионизации и
энергии сродства к электрону, следовательно, и
разные электроотрицательности. При этом нано-
частицы серебра, в отличие от наночастиц золота,
весьма реакционноспособны.

Экспериментальные исследования наноком-
позитов на основе золота и серебра в качестве ге-
мостатиков показали, что в условиях in vivo при-
рода металлов определяет кинетическую устой-
чивость комплексов. Так, полимер, который
содержит химически инертный атом золота, об-
ладающего низкой аффинностью к кислороду,
проявляет большую гемостатическую активность
по сравнению с полимером, содержащим более
реакционноспособные наночастицы серебра [19]. 

Ранее нами было проведено весьма детальное
экспериментальное исследование полиакрилата
золота (аурумакрил) в качестве потенциального
противоопухолевого препарата, рассмотрены су-
ществующие представления о механизме проти-
воопухолевого действия золотосодержащих ком-
плексных соединений [4, 5, 9–16]. 

Полученные ранее и в представленной работе
данные о противоопухолевом и цитогенетиче-
ском эффекте полиакрилатов золота (аурумак-
рил) и серебра (аргакрил), наряду с вышеизло-
женными соображениями о роли природы метал-
ла в биологической активности полимерных
композитов, содержащих наночастицы благород-
ных металлов, свидетельствуют о перспективно-
сти дальнейших целенаправленных исследова-
ний в указанной области. 
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Antitumor and Cytotoxic Effects of Polyacrilates of Noble Metals
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In this study, we compared the antitumor and cytotoxic activities of polyacrylic acid-based two polymer com-
pounds containing aurum (aurumacryl) and argentum (argacryl). The tested products effectively inhibit the
growth of some solid tumors in mice (Lewis lung carcinoma, Acatol adenocarcinoma, Ca-755 adenocarci-
noma) and exert a pronounced cytotoxic activity against human tumor cells (MCF-7 cell culture). The coef-
ficient of the murine tumor growth inhibition varies between 55 and 90% as compared to control. The index
of the cytotoxic effect, IC50, is 25 μg/ml and 100 μg/ml for argacryle and auramacryl, respectively. Sensitivity
of animal tumor cells in vivo and human tumor cells in vitro to the tested products depends on the nature of
the metal in the complex polymer compound.

Keywords: aurum polyacrylate (aurumacryl), argentum polyacrylate (argacryl), antitumor activity, cytotoxic ef-
fect, murine solid tumors, human tumor cell culture
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Окислительный стресс, вызванный ишемически-реперфузионным поражением почек, может иг-
рать ключевую роль в дисфункции печени. Для снижения поражения печени и почек при реналь-
ном ишемически-реперфузионном поражении в работе использовали экзогенный фермент-анти-
оксидант пероксиредоксин 6, который способен восстанавливать широкий спектр гидроперокси-
дов и является участником во внутриклеточной и межклеточной передаче сигналов. Крыс
подвергали ишемическому поражению почек в течение 45 мин с одновременной левосторонней
нефроэктомией и обследовали через 24 и 48 ч реперфузии. Пероксиредоксин 6 вводили внутривен-
но за 15 мин до ишемии. Повреждение почечной и печеночной тканей определяли гистологически-
ми методами, для оценки функциональности органов измеряли концентрации креатинина,
мочевины, аланинаминотрансферазы и аспартатаминотрасферазы в крови. Реперфузия привела к
увеличению концентраций креатинина, мочевины, аланинаминотрансферазы и аспартатамино-
трасферазы в плазме; нарушению архитектуры почечных нефронов и развитию выраженной сосу-
дистой реакции в печени с очагами дегенеративных изменений. Использование экзогенного перок-
сиредоксина 6 привело к снижению поражения ренальной и печеночной тканей и нормализации
уровня почечных и печеночных метаболитов. Таким образом, пероксиредоксин 6 проявляет как
нефро-протекторный эффект при ренальной ишемии-реперфузии, так и уменьшает морфофунк-
циональное повреждение отдаленных органов, в частности печени. 

Ключевые слова: пероксиредоксины, ишемия-реперфузия, почки, печень.
DOI: 10.31857/S0006302921050173

С проблемой ишемически-реперфузионного
(И-Р) поражения почки связаны многие клини-
ческие случаи, при этом поражение почек может
приводить к дисфункции и повреждению отда-
ленных органов: кишечника, печени, сердца, лег-
ких и др. [1]. В частности, при остром поражении
почек нарушение функций печени является часто
встречаемой проблемой [1–6]. Такая ситуация
происходит вследствие наличия между почками и
печенью многоуровневых связей, которые опо-
средованы нейрогенным путем, эндокринными и
метаболическими факторами, уремическими и
печеночными токсинами [7]. Поражение печени
развивается в послеоперационном периоде при
ишемическом поражении почек, после тяжелого

кардиогенного шока, crush-синдроме, тяжелой
ожоговой болезни и др. [1, 7]. 

В настоящее время считается, что ключевую
роль в развитии дегенеративных изменений в
почках при И-Р-поражении играет мощный
окислительный стресс, возникающий в нефроци-
тах при восстановлении кровотока, а бескон-
трольное производство активных форм кислоро-
да (АФК) на фоне сниженной антиоксидантной
защиты – основной фактор, запускающий повре-
ждение клеток и тканей при И-Р [10]. На фоне
мощного окислительного стресса при И-Р-пора-
жении почек происходит увеличение провоспа-
лительных цитокинов (TNF-α и IL-6), активация
апоптоза. Окислительный стресс и воспаление
при И-Р-поражении почек в свою очередь оказы-
вают влияние на дисфункцию отдаленных орга-
нов, в частности печени [1–5]. В печени при И-Р-
поражении почки отмечается снижение активно-

Сокращения: И-Р – ишемически-реперфузионный, АФК –
активные формы кислорода, Prx6 – пероксиредоксин 6,
АЛТ – аланинаминотрансфераза, АСТ – аспартатамино-
трасфераза.
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сти антиоксидантных ферментов уже через 2 ч по-
сле восстановления кровотока в почке, рост ак-
тивности ксантиоксидазы и миелопероксидазы
[3, 4], повышение уровня провоспалительных ци-
токинов, активация каспазы-3, увеличение про-
ницаемости сосудов, инфильтрация нейтрофи-
лов и Т-лимфоцитов, которые являются источни-
ками АФК [2, 3, 5, 6, 8]. Развитию патологических
процессов в печени способствует также накопле-
ние индоксилсульфата, который активизирует
НАДФ-оксидазу [11]. Наблюдаются дегенератив-
ные изменения гепатоцитов, а в дальнейшем про-
явление апоптоза и некроза печеночных клеток
[2]. При И-Р-поражении почек отмечается также
повышение уровня активности печеночных тран-
саминаз в крови, что указывает на поражение
клеток печени и нарушение ее функций [3].

Так как окислительный стресс играет ключе-
вую роль в патогенезе ренального И-Р-пораже-
ния, для снижения поражения печеночной ткани
ряд исследователей используют в качестве гепа-
топротекторов экзогенные антиоксидантные ве-
щества [3, 6]. В настоящей работе в качестве про-
тектора печеночной ткани от повышенного уров-
ня АФК при ренальном И-Р-поражении был
выбран мощный антиоксидант – фермент перок-
сиредоксин 6 (Prx6). Prx6 представляет собой
уникальный полифункциональный фермент, вы-
полняющий ключевую защитную антиоксидант-
ную функцию в клетке. Prx6 наряду с пероксидаз-
ной активностью обладает пероксинитритредук-
тазной и фосфолипазной активностями и
участвует во внутриклеточной сигнализации
клетки [12]. Ранее было показано, что экзоген-
ный Prx6 был эффективен для повышения анти-
оксидантного статуса в ткани при свободно-ра-
дикальных патологиях разных органов, в том чис-
ле при И-Р-поражении почек [13–18]. В то же
время данные, описывающие полиорганный
протекторный эффект пероксиредоксинов при
свободно-радикальных патологиях, в научной
литературе не встречаются. В настоящей работе
было проведено исследование нефро- и гепато-
протекторного эффекта экзогенного пероксире-
доксина 6 при ренальной ишемии-реперфузии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы крысы-самцы
линии Wistar (масса тела 230 г), которых содержа-
ли в условиях вивария Института биофизики
клетки РАН. 

Рекомбинантный человеческий Prx6 был по-
лучен в лаборатории механизмов рецепции Ин-
ститута биофизики клетки РАН по ранее описан-
ной методике [19]. 

Модель ишемически-реперфузионного пораже-
ния почки. В работе была использована воспроиз-

водимая модель И-Р-поражения правой почки
крысы с предварительной левосторонней нефро-
эктомией. Крысу наркотизировали внутривен-
ным введением следующей смеси растворов:
0.5 мл 3.5% Золетила® 100 (Virbac Sante Animale,
Франция) и 0.1 мл Рометара (Bioveta, Чехия).
Нефроэктомия включала изоляцию левой почки
от общей сосудистой сети на уровне 0.7–1.0 см от
ворот почки с ее последующим удалением. После
удаления почки брюшная полость была зашита
хирургической стерильной нитью Policon Poli-
amide (Tonzos 95, Болгария). И-Р-поражение пра-
вой почки было осуществлено наложением зажи-
ма на сосудистую ножку почки, на уровне 0.7–
1.0 см от ворот почки, для полного блокирования
притока/оттока крови. Через 45 мин зажим был
удален с почечной ножки. По окончанию ише-
мии брюшная полость была зашита хирургиче-
ской стерильной нитью Policon Poliamide. Репер-
фузионый период после снятия зажима составил
24 и 48 ч. После окончания операции на весь ре-
перфузионный период крысы были помещены в
отдельные клетки, с доступом к корму и воде. Пе-
чень не подвергалась никаким манипуляциям.
Для выявления эффектов Prx6 крысам через хво-
стовую вену за 15 мин до ишемии вводили 2 мл
физиологического раствора, содержащего Prx6 из
расчета 10 мг/кг массы животного. В качестве
контроля были использованы животные с лево-
сторонней нефроэктомией и без ишемии-репер-
фузии правой почки. Животные были разделены
на три экспериментальные группы: 1) контроль-
ная группа (крысы с одной здоровой почкой),
2) ишемия (45 мин) – реперфузия 48 ч без лече-
ния, 3) ишемия (45 мин) – реперфузия 48 ч с
внутривенным введением белка-антиоксиданта
Prx6 (1 мг/мл). Число животных в каждой группе
равнялось семи.

Гистологический анализ тканей. Для проведе-
ния морфологических исследований образцы по-
чек и печени помещали в 10%-й забуференный
формалин. После проведения обезвоживания
ткань заключали в парафин. Парафиновые срезы
получали на микротоме производства Thermo
Electron Corp. (США) и окрашивали гемотокси-
лин-эозином (VITROSTAIN, «Biovitrum», Рос-
сия). Толщина среза – 3 мкм. Микроскопический
анализ срезов проводили на микроскопе DM 6000
(Leica, Германия) с цифровой камерой Leica DFC
490.

Биохимический анализ крови был проведен для
определения показателей почечных и печеноч-
ных метаболитов у экспериментальных жи-
вотных. Анализ включал в себя измерение
концентрации мочевины, креатинина, а также
активности печеночных ферментов – аланина-
минотрасферазы (АЛТ) и аспартатаминотранс-
феразы (АСТ) в цельной крови с использованием
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экспресс-анализатора Reflotron Plus (Roche Diag-
nostics, Швейцария).

Статистические методы. Статистический ана-
лиз выполняли с использованием программы Sig-
maPlot 11.0 (Systat Software Inc., США). Результа-
ты выражали как среднее значение ± стандартная
ошибка. Значения с P < 0.05 принимали статисти-
чески достоверными.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние пероксиредоксина 6 на функциональ-
ность почек и печени при ренальном И-Р-пораже-
нии. Для оценки функциональности почек и пе-
чени в цельной крови экспериментальных живот-
ных была определена концентрация печеночных
и почечных метаболитов через 24 и 48 ч после 45-
минутной ишемии правой почки. 

Динамика показателей печеночных метаболи-
тов аламинаминотрансферазы и аспартатамино-
трансферазы представлена на рис. 1. И-Р-пора-
жение почки приводит к росту активности пече-
ночных метаболитов в крови через 24 ч
реперфузии в 2.0 и 2.5 раза соответственно. При
использовании Prx6 при реперфузии не наблюда-
ется снижения активности АЛТ, напротив, ак-
тивность АСТ снижается в 1.6 раза в этот период.
Через 48 ч реперфузии наблюдается снижение ак-
тивности АСТ и АЛТ по сравнению с первыми
сутками, однако показатели этих метаболитов
остаются выше контрольных в 1.5 раза. При ис-
пользовании Prx6 активность АЛТ соответствует
контролю, активность АСТ не изменяется по
сравнению с первыми сутками. Абсолютные зна-

чения активности печеночных ферментов в кро-
ви животных представлены в табл. 1.

Динамика показателей почечных метаболитов
мочевины и креатинина представлена на рис. 2.
И-Р-поражение почки приводит к росту концен-
трации мочевины и креатинина в крови через 24 ч
реперфузии в 3.8 и 2.0 раза соответственно. При
использовании Prx6 при реперфузии наблюдает-
ся снижения концентрации мочевины в 2.0 раза.
Предварительное введение Prx6 выводит концен-
трацию мочевины на уровень контрольных зна-
чений через 48 ч реперфузии, при И-Р-пораже-
нии концентрация мочевины остается высокой.
В группе с Prx6 не происходит увеличения кон-
центрации креатинина относительно контроль-
ных значений как через 24 ч, так и через 48 ч. Аб-
солютные значения концентрации почечных ме-
таболитов в крови животных представлены в
табл. 1.

Влияние Prx6 на морфологию почечной и пече-
ночной ткани при ренальном И-Р-поражении. Для
подтверждения развития поражения почечной
ткани при ренальной ишемии-реперфузии был
проведен гистологический анализ. На рис. 3
представлена морфология почечной ткани. Лево-
сторонняя нефроэктомия без последующей ише-
мии не приводит к визуальному изменению архи-
тектуры почечной паренхимы. Нефроны и их от-
делы – почечное тельце и почечные канальцы –
без повреждений (рис. 3.). Эпителий прокси-
мальных канальцев с четко выраженной щеточ-
ной каемкой. В мозговом слое просветы извитых
и тонких канальцев без изменений и свободны от
гомогенных масс (рис. 3б). Ишемия-реперфузия
правой почки с предварительной левосторонней

Рис. 1. Активность аланинаминотрансферазы (а) и аспартатаминотрансферазы (б) в крови животных через 24 и 48 ч
после И-Р-поражения правой почки с одновременной нефроэктомией левой почки. N = 7; контроль принят за
единицу.
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нефроэктомией приводит к поражению почечной
ткани. Поражение клубочков затрагивает капсулу
Шумлянского–Боумена, отмечено расширение
мочевого пространства. В эпителии канальцев,
особенно в проксимальных, обнаружены очаги
гидропической дистрофии разной степени выра-
женности вплоть до баллонной. Клетки эпите-
лия, находящиеся в состоянии некроза, отлича-
ются отсутствием щеточной каемки. Отмечена
десквамация клеток канальцевого эпителия. В
просветах канальца – бледно-розовые слабо-зер-

нистые массы (рис. 3в). Поражение канальцев
мозгового вещества диффузное, отмечается де-
сквамация эпителиоцитов. Тонкие канальцы ис-
тончены, расширены и заполнены гомогенным
содержимым (рис. 3г). 

Введение белка-антиоксиданта Prx6 перед
ишемией почки приводит к сохранению морфо-
логии ренальной ткани при И-Р-поражении. Че-
рез 48 ч реперфузии отмечается снижение пора-
жения паренхимы почки и сохранение целостно-
сти структурных компонентов нефрона по

Таблица 1. Активность печеночных ферментов и концентрация почечных метаболитов в крови животных
(абсолютные значения) 

Контроль И-Р И-Р + Prx6

Активность аланинаминотрансферазы в крови, Ед/л

24 ч 44 ± 8 81 ± 11 84 ± 7

48 ч 45 ± 10 63 ± 3 47 ± 7

Активность аспартатаминотрансферазы в крови, Ед/л)

24 ч 116 ± 25 284 ± 33 172 ± 7

48 ч 114 ± 20 202 ± 33 200 ± 27

Концентрация мочевины в крови, мг/дл

24 ч 54.8 ± 1.2 210 ± 44 117 ± 36

48 ч 53.6 ± 1.2 135 ± 29 87 ± 25

Концентрация креатинина в крови, мг/дл

24 ч 0.50 ± 0.05 1.0 ± 0.2 0.6 ± 0.1

48 ч 0.50 ± 0.05 0.85 ± 0.10 0.58 ± 0.10

Рис. 2. Показатели мочевины (а) и креатинина (б) в крови животных через 24 и 48 ч после И-Р-поражения правой
почки с одновременной нефроэктомией левой почки. N = 7; контроль принят за единицу.
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Рис. 3. Паренхима почек: (а) и (б) – контрольная группа; (в) и (г) – ишемия 45 мин, реперфузия 48 ч; (д) и (е) –
ишемия (45 мин)/реперфузия (48 ч), раствор белка-антиоксиданта Prx6 (1 мг/мл) вводили внутривенно за 15 мин до
ишемии. (а), (в), (д) – Корковый слой паренхимы; (б), (г), (е) – мозговой слой паренхимы. Окраска гемотоксилин-
эозином, ×200.

сравнению с группой без лечения. В эпителии по-
чечных канальцев, преимущественно в прокси-
мальных канальцах, обнаружены очаги гидропи-
ческой дистрофии. Баллонная дистрофия не от-
мечена. Большинство извитых проксимальных
канальцев имеют сохраненную структуру и со-
держат неизмененный каемчатый эпителий, од-

нако иногда встречаются очаговые поражения
эпителия с утратой ядра и уменьшением щеточ-
ный каемки. Можно отметить некроз отдельных
эпителиоцитов почечных канальцев (рис. 3д).
Структурные нарушения тонкого канальца не от-
мечены, просветы не расширены. Однако места-
ми отмечается десквамация отдельных эпителио-
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цитов почечных канальцев, а также скопление го-
могенного содержимого (рис. 3е). В табл. 2
представлены суммарные результаты гистологи-
ческого анализа почечной ткани после И-Р-пора-
жения.

И-Р-поражение почки приводит к поврежде-
нию тканей печени (рис. 4). В норме паренхима
печени образована гепатоцитами, которые фор-
мируют печеночные дольки. В центре дольки на-
ходится вена, к которой сходятся синусоидные
капилляры. Между дольками располагается пор-
тальная зона, включающая печеночную триаду:
междольковую вену, междольковую артерию и
желчный проток (рис. 4а). 

Через 48 ч репефузии почки в печени отмеча-
ется выраженная сосудистая реакция: полнокро-
вие центральных вен дольки и вен портальных
трактов, очагово-диффузное полнокровие и рас-
ширение синусоидных капилляров с эритроста-
зами. Наблюдается отек соединительной ткани,
сопровождающей триады, с выраженной диф-
фузной инфильтрацией лейкоцитов и нейтрофи-
лов. Отмечена гидропическая дистрофия и не-
кроз гепатоцитов перипортальной зоны. Желч-
ные протоки – без изменений (рис. 4б). Введение
белка-антиоксиданта Prx6 перед ишемией почки
приводит к сохранению морфологии печеночной
ткани при ренальном И-Р-поражении. Отмечает-
ся отсутствие выраженной сосудистой реакции.
Можно встретить единичные сосуды в состоянии
вазодилатации. Также отмечено снижение очагов
кровенаполнения синусоидных капилляров. Со-
единительная ткань, сопровождающая триады, –
со слабой очаговой лейкоцитарной инфильтра-
цией. Гидропическая дистрофия перипорталь-

ных гепатоцитов носит очаговый характер. Мел-
коочаговые некрозы в пределах дольки. Желчные
протоки – без изменений (рис. 4в). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании впервые был про-
демонстрирован полиорганный протекторный
эффект экзогенного пероксиредоксина 6 при
свободно-радикальных патологиях. Ренальное
И-Р-поражение почки нарушает морфофункцио-
нальное состояние печени [2–6, 8]. Среди меха-
низмов поражения печени при ишемии-реперфу-
зии почек особое место занимает окислительный
стресс, который является триггером для многих
внутриклеточных процессов [3–6, 8]. Индукция
И-Р-поражения почек приводит к увеличению
циркулирующих провоспалительных цитокинов
(TNF-α и IL-6), которые напрямую вызывают
дисфункцию печени, и опосредуют повышение
проницаемости кровеносных сосудов в печеноч-
ной ткани и приток нейтрофилов и Т-лимфоци-
тов [2]. Одновременно в печени при ренальном
И-Р-поражении отмечается рост активности ис-
точников АФК – ксантиноксидазы, миелоперок-
сидазы, НАДФ-оксидазы, циклоксигеназы, NO,
особенно на начальном этапе реперфузии, и сни-
жение активности антиоксидантных ферментов
[3–6, 8, 21]. Исследователи отмечают, что дис-
функция печени, которая отражена в увеличении
активности плазменных трансаминаз, развивает-
ся в первые часы реперфузии [2, 5, 6].

Исходя из этого, принципиальным моментом
для протекции печени при ренальном И-Р-пора-
жении является нейтрализация окислительного

Таблица 2. Суммарные результаты гистологического анализа почечной ткани после И-Р-поражения 
Морфологические признаки поражения [20] Контроль И-Р И-Р + Prx6

Структурные нарушения клубочка – – –

Сегментарные поражения клубочков – + –

Гидротопическая дистрофия эпителия извитых 
канальцев

– + ±

Баллонная дистрофия эпителия извитых канальцев – + –

Поражение эпителиоцитов извитых канальцев – + ±

Структурные нарушения тонкого канальца – – –

Поражение эпителиоцитов тонких канальцев – + ±

Скопление в просветах извитых и тонких канальцев 
гомогенного содержимого

– + ±

Нарушение реологических свойств крови – ± ±

Отек интерстиция – ± ±

Примечание. Гистологические изменения оценивали по степени выраженности признаков поражения: «–» – отсутствие
признаков поражения; «±» – слабо выраженные поражения: «+» – ярко выраженные признаки поражения.
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стресса и гиперпродукции АФК в печени на на-
чальных этапах реперфузии почки. Для нейтра-
лизации окислительного стресса и гиперпродук-
ции АФК при И-Р-поражении почки используют
экзогенные антиоксидантные вещества. Так,
внутрибрюшинное введение мелатонина привело
к снижению в печени уровня перекисного окис-

ления липидов, активности ксантиноксидазы и
миелопероксидазы [3]. Инфузия восстановлен-
ного глутатиона до ишемии почек улучшила ар-
хитектуру печени и была связана со снижением
уровня перекисного окисления липидов печени и
сывороточных аланинтрансаминаз [6].

В настоящей работе в качестве протектора пе-
ченочной ткани от повышенного уровня АФК
при ренальной ишемии-реперфузии был выбран
мощный антиоксидант – фермент пероксиредок-
син 6. Протекторный эффект экзогенного Prx6 в
условиях И-Р-поражения связан в первую оче-
редь с его антиоксидантной активностью, а также
участием в сигнально-регуляторных путях в клет-
ке [12, 19]. Для оценки гепатопротекторного дей-
ствия Prx6 использовали модель И-Р-поражения
почки с одновременной нефроэктомией у крыс. В
качестве контроля использовали животных, ко-
торым была проведена только нефроэктомия.
Нефроэктомия вызывает кратковременное повы-
шение концентраций мочевины и креатинина в
крови (до 5 ч) и не приводит к повреждению
структурных элементов нефрона сохранившейся
почки [3] .

Prx6 вводили внутривенно за 15 мин до 45-ми-
нутной ишемии. Было показано, что И-Р-травма
единственной почки приводит к поражению
структур ренальной и печеночной тканей. В ре-
нальной ткани отмечено повреждение структур
нефрона коркового и мозгового вещества и гид-
ропическая дистрофия эпителия разной степени
выраженности. Преимущественное поражение
эпителия проксимальных каналов связано с ак-
тивными метаболическими процессами и насы-
щенностью цитоплазмы эпителиоцитов мито-
хондриями. В связи с поражением капиллярной
сети в мозговом веществе происходит нарушение
водно-электролитного обмена, что приводит к
скоплению гомогенного содержимого в каналь-
цах. Морфологические нарушения почечной па-
ренхимы отражены в увеличении концентрации
маркеров фильтрационной способности почек –
мочевины и креатинина. Более высокие уровни
этих метаболитов наблюдаются через 24 ч репер-
фузии, чем через 48 ч, что коррелирует с данными
других авторов [9, 14, 18]. 

При И-Р-поражении почки наблюдаются при-
знаки повреждений в печеночной паренхиме. Че-
рез 48 ч реперфузии ишемизированной почки в
печени можно отметить выраженную сосудистую
реакцию, гидропическую дистрофию и некроз ге-
патоцитов перипортальной зоны. Поражение ге-
патоцитов печени при И-Р-поражении почки
приводит к увеличению активности АЛТ и АСТ в
крови через 24 ч реперфузии, что коррелирует с
данными других авторов [2, 3, 6, 9]. Через 48 ч ре-
перфузии концентрация этих метаболитов оста-
ется на высоком уровне. Рост активности пече-

Рис. 4. Паренхима печени: (а) – контрольная
группа; (б) – ишемия 45 мин, реперфузия 48 ч; (в) –
ишемия (45 мин)/реперфузия (48 ч), раствор белка-
антиоксиданта Prx6 (1 мг/мл) вводили внутривенно
за 15 мин до ишемии. Окраска гемотоксилин-
эозином, ×100.
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ночных ферментов в крови прямо указывает на
повреждение клеток печени [1]. На мышиной мо-
дели И-Р-поражения почки было показано, что
уже через 5 ч после ренальной ишемии в печени
отмечались дегенеративные изменения и лейко-
цитарная инфильтрация. Тяжесть повреждений в
печени возрастала через 24 ч и коррелировала с
ростом АЛТ в плазме [2].

Внутривенное введение Prx6 перед ишемией
почки приводит к сохранению морфологии ре-
нальной и печеночной ткани при И-Р-пораже-
нии почки. Отмечено отсутствие структурных на-
рушений почечного тельца и канальцев. Дистро-
фические изменения эпителия носят очаговый
характер. Снижение уровня поражения ишеми-
зированной ренальной ткани отражается в нор-
мализации концентраций мочевины и креатини-
на в крови через 24 и 48 ч реперфузии, что корре-
лирует с данными других авторов [14, 18]. 

Кроме того, внутривенное введение Prx6 перед
ишемией почки приводит к сохранению морфо-
логии печеночной ткани. Через 48 ч реперфузии в
печени отсутствует сосудистая реакция, а дистро-
фия гепатоцитов перипортальной зоны носит
очаговый характер. Минимизация поражения пе-
ченочной паренхимы отражается в уменьшении
активности трансаминаз АЛТ и АСТ в крови че-
рез 24 и 48 ч реперфузии. Полученные данные на-
прямую указывают на гепатопротекторный эф-
фект экзогенного Prx6 при И-Р-поражении
почки. 

Таким образом, введение Prx6 до И-Р-повре-
ждения почки обеспечивает сохранение морфо-
логических и физиологических параметров не
только ренальной, но и печеночной тканей. Эти
данные указывают на полиорганный протектор-
ный эффект экзогенного пероксиредоксина 6
при И-Р-поражении. Мы полагаем, что примене-
ние Prx6 может быть эффективным подходом к
профилактике не только И-Р-повреждений, но и
вызванного этой травмой поражения отдаленных
органов. Возможность практического примене-
ния рекомбинантного Prx6 в данном аспекте тре-
бует дополнительных исследований.
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Hepatoprotective Effect of Peroxiredoxin 6 in Ischemia-Reperfusion Kidney Injury
 A.E. Gordeeva*, E.A. Kurganova**, and V.I. Novoselov*

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

**Pushchino State Natural Science Institute, prosp. Nauki 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Oxidative stress caused by ischemia-reperfusion kidney damage may play a key role in liver dysfunction. To
lower the degree of liver and kidney damage in renal ischemia-reperfusion injury, we have used the exogenous
antioxidant enzyme peroxiredoxin 6, which is capable of reducing a wide range of hydroperoxides and in-
volved in intracellular and intercellular signal transmission. Rats were subjected to ischemic renal injury for
45 minutes with simultaneous left-sided nephrectomy and examined at 24 and 48 hours after reperfusion.
Peroxiredoxin 6 was administered intravenously 15 minutes before ischemia. Damage to the renal and hepatic
tissues was determined by histological methods; the concentrations of creatinine, urea, alanine aminotrans-
ferase and aspartate aminotransferase in the blood were measured to assess organ functions. Reperfusion re-
sulted in increased plasma concentrations of creatinine, urea, alanine aminotransferase and aspartate amino-
transferase; architecture violation of the renal nephrons and the development of a pronounced vascular reac-
tion in the liver with foci of degenerative changes. The use of exogenous peroxiredoxin 6 led to a decrease in
the damage to the renal and hepatic tissues and to the normalization of the level of renal and hepatic metab-
olites. Thus, peroxiredoxin 6 exhibits both a nephro-protective effect in renal ischemia-reperfusion and re-
duces morphological and functional damage to distant organs, in particular, the liver.

Keywords: peroxiredoxins, ischemia  reperfusion, kidneys, liver
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Гамма-спектрометрическим методом показано, что при поступлении в организм крыс радиоактив-
ного изотопа 125I он активно накапливается не только в щитовидной железе, но и в костях. Уровень
активности 125I в костной ткани оказался вполне сравнимым с таковой по 90Sr, для которого костная
ткань является критической. Несмотря на то что удельная радиоактивность 125I в костях существен-
но ниже, чем в щитовидной железе, гораздо большая масса костного аппарата обуславливает высо-
кий уровень облучения красного костного мозга. При авариях на объектах атомной промышленно-
сти вместе с 125I в атмосферу попадает и 131I, который является не только γ-излучателем, но и жест-
ким β-излучателем – ведущим дозообразующим радионуклидом в первый послеаварийный период.
В связи с этим результаты, полученные по 125I, вполне сопоставимы с 131I в силу идентичности ха-
рактера их распределения в организме животных и человека. 

Ключевые слова: распределение йода, крысы, гамма-спектрометрия, инкорпорированное облучение,
ионизирующее излучение.
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Восприимчивость костной системы к дей-
ствию ионизирующей радиации двояка: красный
костный мозг является одним из наиболее чув-
ствительных органов. Морфологически реги-
стрируемые изменения в нем наблюдаются уже
при поглощенной дозе излучения, равной 0.25 Гр
[1, 2], в то время как по данным авторов работы
[3] сама по себе костная ткань резистентна к ра-
диации и относится к группе низкочувствитель-
ных органов и тканей. Известно, что кости явля-
ются критическим органом для изотопов строн-
ция, проявляющего антагонистические свойства
относительно кальция [4–6]. Поэтому при радиа-
ционных авариях, подобных той, что произошла
на Чернобыльской атомной электростанции в
1986 г., контрмеры по снижению негативных по-
следствий для опорно-двигательной системы раз-
рабатывались в свете недопущения накопления в
костях стронция [7]. В то же время в ранние сроки
после радиационных аварий основными дозооб-
разующими радионуклидами являются изотопы
йода, для которых критическим органом является
щитовидная железа [8–10].

В настоящей работе нами методом гамма-
спектрометрии на экспериментальной модели
(крысы Rattus norvegicus линии Wistar) было пока-
зано, что 125I накапливается не только в щитовид-

ной железе, но и значительно откладывается в
костной системе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве экспериментальной модели были

использованы крысы Rattus norvegicus линии
Wistar массой 190–200 г в количестве 35 особей. С
целью поступления одинаковой радиоактивно-
сти каждой крысе дважды в сутки (утром и вече-
ром) скармливали сухарики из пшеничного хле-
ба, пропитанные раствором, содержащим 90Sr ак-
тивностью 377.5 Бк/г в виде 90Sr(NO3)2 и 125I
активностью 2533.5 Бк/г в виде Na125I. Суммар-
ная радиоактивность сухарика составляла 2911
Бк. Суммарное суточное поступление радионук-
лидов в организм крысы составило: 90Sr –
755 Бк/крысу, 125I – 5067 Бк/крысу. Суточная ак-
тивность, поступающая с кормом, составляла
5822 Бк/крысу.

Несмотря на то что среди изотопов йода, вы-
павших в результате радиоактивных выбросов
при авариях на объектах радиационной промыш-
ленности, основную долю составляет 131I [11], на-
ми был использован 125I в силу того, что он имеет
больший период полураспада (60 суток против

УДК 636:612.75.014.482
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8.3 суток у 131I [12]), что облегчает его использова-
ние в научных исследованиях. Кроме того, 125I
является мягким γ-излучателем, более безопас-
ным для исследователей и причиняющим мень-
шие страдания лабораторным животным (требо-
вание Директивы 2010/63/EU о правах лабора-
торных животных), чем 131I – жесткий γ- и
β-излучатель [11]. Что же касается адекватности
результатов исследования, то они полностью пе-
реносимы на 131I в силу идентичности характера
распределения 125I и 131I в организме животных и
человека [7, 11].

Для оценки содержания радионуклидов
стронция и йода в организме крыс проводили эв-
таназию лабораторных животных с использова-
нием CO2-камеры. Эвтаназии подвергали по пять
крыс из исследуемой группы через 1, 3, 5, 10, 15,
20 и 30 суток после начала эксперимента. Далее
животных препарировали и брали для исследова-
ний: 1) костную ткань как критическую для 90Sr
[4, 8]; 2) мышцы, составляющие основную массу
животного; 3) щитовидную железу как критиче-
ский орган для изотопов йода [8]. Для измерения
удельной активности нативные образцы тканей и
органов взвешивали и помещали в пластиковые
пробирки. Измерение активности 125I в щитовид-
ной железе, мышечной ткани и костях проводили
на гамма-счетчике «Мультигамма 1261» (LKB,
Швеция) с фирменным программным обеспече-
нием. Удельную бета-активность в костной ткани
определяли методом бета-спектрометрического
анализа с применением Радиоспектрометриче-
ского комплекса с программным обеспечением

«Прогресс-320» (ООО НПП «Доза», Россия). В
качестве исследуемого образца для бета-спектро-
метрического измерения удельной радиоактив-
ности мы брали бедренные кости, по две от каж-
дой особи. По каждой группе проводили физиче-
ское усреднение. Для приготовления счетных
образцов использовали метод сухой минерализа-
ции. Метод основан на полном разложении орга-
нических веществ путем термической обработки
пробы и состоит из высушивания, обугливания и
озоления.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Гамма-спектрометрические исследования ак-
тивности 125I показали, что в щитовидной железе
как критическом органе накапливается наиболь-
шее количество данного радионуклида (рис. 1), в
то время как 90Sr максимально накапливается в
костной ткани, что полностью соответствует ли-
тературным данным [7–9]. 

Вместе с этим отмечены довольно существен-
ные значения активности йода в костной ткани,
причем более высокие по сравнению с мышечной
во все сроки исследования. Динамика накопле-
ния125I в костной ткани повторяет таковую для
90Sr, но на более низком уровне (рис. 1).

Из данных, представленных на рис. 1, следует,
что костную систему можно вполне считать депо
для изотопов не только стронция, но и йода: кри-
вая накопления йода в костях повторяет таковую
для стронция, а значения процентной доли ак-
тивности от суточного поступления в костях для
125I не сильно отличаются от таковых для 90Sr,
значительно превосходя это значение для 125I в
мышцах. При этом необходимо отметить, что
процентная доля накопления йода в костях более
чем в десять раз ниже по сравнению с щитовид-
ной железой. Тем не менее полученные данные
свидетельствуют о том, что накопление изотопа
йода в костях значительно. Это необходимо учи-
тывать при разработке контрмер для защиты
опорно-двигательного аппарата в случае радиа-
ционных загрязнений местности. С этой целью
следует проводить профилактические и терапев-
тические мероприятия не только по снижению
поступления радиоактивного стронция в кост-
ную ткань, но и радиоактивных изотопов йода.

Несмотря на то что удельная активность по 125I в
щитовидной железе существенно выше, чем в ко-
стях, накопление в них йода весьма значительно
ввиду гораздо большей массы костного аппарата в
сравнении с массой щитовидной железы. В связи с
этим, общая радиоактивность йода в костях значи-
тельно превышает таковую в щитовидной железе,
что обуславливает необходимость корректировки

Накопление йода в органах крыс в сравнении с на-
коплением стронция в костях: 1 – накопление 125I в
щитовидной железе, 2 – накопление 90Sr в костях, 3 –
накопление 125I в костях, 4 – накопление 125I в
мышцах. 
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расчета доз внутреннего облучения, в особенности –
для красного костного мозга.

Поскольку 131I является не только γ-, но и β-из-
лучателем и составляет существенную долю в ава-
рийных выпадениях, необходимо уточнение дозы
облучения как по γ-, так и по β-излучению. Дан-
ные по накоплению 125I в костях и щитовидной
железе валидны для 131I, так как изотопы одного
элемента абсолютно одинаково распределяются в
организме [7].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе исследования достоверно установлен
значительный уровень накопления 125I в костном
аппарате крыс, вполне сравнимый с таковым для
90Sr, для которого костный аппарат является кри-
тическим. И хотя уровень удельной активности
125I в костях был существенно ниже, чем в щито-
видной железе, считающейся критическим орга-
ном для изотопов йода, костный аппарат также
можно вполне считать критическим для радиоак-
тивного йода. Если при этом учитывать факт, что
масса костей в организме существенно выше, чем
масса щитовидной железы, получаем довольно
высокий уровень общей активности 125I в костях.
Существенное накопление радиоактивного йода
в костях означает ощутимый риск для красного
костного мозга, особо чувствительного к дей-
ствию ионизирующего излучения. Данный вывод
делает необходимой корректировку при расчете
доз облучения красного костного мозга, а также –
профилактики и терапии радиационных пораже-
ний, вызванных внутренним облучением.
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Skeletal System as an Additional Storage System for Iodine Isotopes
 N.P. Lysenko, L.V. Rogozhina, L.A. Romodin, and I.I. Kovalev

K.I. Skryabin Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology,
ul. Akademika Skryabina 23, Moscow, 109472 Russia

Using the gamma-spectrometric method, we found that the radioactive isotope 125I, entering the body of
rats, actively accumulated not only in the thyroid gland, but also in the bones. The 125I activity level in bone
tissue was quite comparable to that of 90Sr, for which bone tissue is critical. Although the specific radioactivity
of 125I in bones is significantly lower than in the thyroid gland, great mass of bone tissue in the skeleton un-
derlies a high level of radiation to the red bone marrow. From nuclear power facilities, along with an acciden-
tal release of 125I, 131I, which is not only a gamma but also a beta emitter, a leading radionuclide in dose for-
mation during the first days after the accident, also releases to the environment. In this regard, the results ob-
tained for 125I are quite comparable to data on 131I in terms of identical nature of their distribution in animals
and humans.
Keywords: iodine distribution, rats, gamma-ray spectrometry, incorporated irradiation, ionizing radiation
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Сравниваются подходы к определению горизонтальных координат центра масс, применимые для
стабилоанализаторов, измерениями которых являются только вертикальные составляющие усилий.
Первый из этих подходов использует информацию не только о начальном положении и скорости
центра масс, но и о его финальном состоянии. Второй связан с использованием предположения об
отсутствии неустойчивых составляющих в движении и использует методы частотной фильтрации.
Известные алгоритмы модифицированы для решения задачи в условиях совершения человеком до-
статочно интенсивных движений. Рассмотренные модифицированные алгоритмы сравнивались
для записей движений обследуемых, выполнявших на стабилоанализаторе пробу со ступенчатым
отклонением. Одновременно система видеокамер использовалась для определения координат мар-
кера, закрепленного приближенно на высоте центра масс. Продемонстрирована работоспособ-
ность всех модифицированных алгоритмов. Отмечено, что погрешность метода оценивания, ис-
пользующего двойную фильтрацию в прямом и обратном времени, оказалась меньше, чем у других
процедур. 

Ключевые слова: стабилометрия, постурология, центр масс, центр давления, некорректная задача,
регуляризация.
DOI: 10.31857/S0006302921050197

В современной медицине широкое распро-
странение получил простой и дешевый метод ста-
билометрических исследований. Их проводят с
использованием стабилоанализатора – измери-
тельного комплекса, предназначенного для реги-
страции, обработки и анализа перемещения цен-
тра давления при стоянии человека на плоскости
опоры. Эти показания используют для выявления
двигательно-координационных нарушений и их
реабилитации. Удержание равновесия при стоя-
нии является динамическим процессом, в ходе
которого перемещения центра давления могут за-
метно отличаться от проекции центра масс на
плоскость опоры. Различие этих точек порождает
задачу оценивания проекции центра масс на
плоскость опоры по показаниям стабилоанализа-
тора. Решение этой задачи востребовано в совре-
менных исследованиях (см., например, работы
[1–9]). При этом в ряде случаев (например, в ра-
ботах [7, 9]) в качестве оценки движения центра
масс используют медленную (<0.5 Гц) составляю-
щую движений центра давления. Такой подход
приемлем в задачах анализа движений человека

при поддержании вертикальной позы, но требует
уточнений при совершении более интенсивных
движений. 

Задача определения положения центра масс по
показаниям силовой платформы при ходьбе на
временах порядка секунды достаточно успешно
решалась в результате простого численного инте-
грирования [10, 11]. При удержании человеком
равновесия в основной позе требуется решение
этой задачи для более продолжительных времен-
ных интервалов порядка десятков секунд или да-
же минут. Задачу необходимо решать с привлече-
нием математической модели движения челове-
ка. Обычно в качестве такой модели используется
модель перевернутого маятника. Однако даже ис-
пользование простейшей модели приводит к по-
становке математически некорректной задачи:
для ее решения приходится интегрировать чис-
ленно дифференциальное уравнение переверну-
того маятника, решение которого неустойчиво. В
этом случае имеет место экспоненциальное на-
растание ошибки оценивания и для парирования
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погрешности необходимо привлекать дополни-
тельную информацию. 

При использовании многокомпонентных си-
ловых платформ используется способ коррекции
результатов численного интегрирования при ра-
венстве нулю проекций реакции опоры на одну из
горизонтальных осей [12–14]. Этот способ полу-
чил название «zero-point-to-zero-point integra-
tion». В соответствии с теоремой о движении цен-
тра масс в момент времени, когда горизонтальная
составляющая реакции опоры равна нулю, центр
масс и центр давления лежат на одной отвесной
линии. В работах [12] и [14] предлагается исполь-
зовать для восстановления движения центра масс
интервалы между моментами с нулевой величи-
ной горизонтальной составляющей реакции опо-
ры. Тогда определение координат центра масс
сводится к решению краевой задачи.

Сравнение методов оценки положения центра
масс с использованием различных наборов изме-
рительной информации проведено в работе [13].
На практике часто используются простые сило-
вые платформы (стабилоанализаторы), у которых
измерение горизонтальных усилий отсутствует.
Сравнение же различных модификаций алгорит-
мов определения положения центра масс для та-
ких систем не проводилось. 

Известные методы определения положения
центра масс, применимые для стабилоанализато-
ров, измерениями которых являются только вер-
тикальные составляющие усилий, разделим по
виду применяемой дополнительной информа-
ции: 

1. Используется информация не только о на-
чальном положении и скорости центра масс, но и
о финальном положении и скорости (см., напри-
мер, работу [8]). Подобные приемы могут исполь-
зоваться на этапах модифицированных алгорит-

мов «zero-point-to-zero-point integration», когда
измерения горизонтальных сил не используются
[14]. 

2. Используется предположение об отсутствии
экспоненциальных составляющих в движении в
решении уравнений движения системы. Тогда за-
дача сводится к анализу «установившихся» реше-
ний [1, 13, 15–17]. 

Соответствующие алгоритмы известны в лите-
ратуре и достаточно успешно используются при
анализе удержания человеком вертикальной по-
зы. Использование подобных алгоритмов в зада-
чах с интенсивным движением в окрестности
вертикальной позы, таких как проба со ступенча-
тым воздействием [18], в литературе не обсужда-
лось. Между тем применяемые алгоритмы требу-
ют некоторой модификации.

Рассмотрим подробно алгоритмы, основан-
ные на упомянутых выше способах регуляриза-
ции задачи. Эти алгоритмы опираются на модель
движения человека в виде перевернутого маят-
ника.

МОДЕЛЬ ДВИЖЕНИЯ ЧЕЛОВЕКА
Для моделирования движения человека вос-

пользуемся традиционными моделями перевер-
нутого маятника, подробно описанными в рабо-
тах [19, 20]. Рассмотрим малые колебания челове-
ка в окрестности основной позы, когда его тело
расположено вблизи вертикали, а ноги находятся
примерно на ширине плеч. Рассмотрим для опре-
деленности модель движения человека в сагит-
тальной плоскости.

Для описания колебаний человека примем
традиционную модель перевернутого маятника,
изображенную на рис. 1. Предполагаем, что тело
человека в ходе теста допустимо моделировать

Рис. 1. Модель движений человека в сагиттальной плоскости. Показаны силы, действующие на модель стержня,
имитирующего тело человека (a), и на систему «стопы ног – платформа стабилоанализатора» (б).
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недеформируемым стержнем массы m, закреп-
ленным шарнирно в точке O – проекции центров
голеностопных суставов. Центр масс стержня
расположен в точке C, удаленной от точки O на
расстояние ls. Момент инерции стержня относи-
тельно фронтальной оси, проходящей через точку
О, равен J. Отклонение стержня от вертикали
опишем углом θ. Через Ms обозначим момент, со-
здаваемый мышцами в голеностопном суставе,
приложенный, как показано на рис. 1. Будем счи-
тать, что стопа неподвижна относительно плат-
формы. Уравнения движения для малых значе-
ний угла θ и скорости его изменения запишем в
следующем виде:

(1)
где g – ускорение свободного падения. Соотно-
шения для момента Ms получим на основании
условий равновесия системы «платформа–сто-
па», выразив в соответствии с работой [20] проек-
цию реакции опоры F на сагиттальную ось из тео-
ремы о движении центра масс:

(2)
где N – нормальная реакция опоры, y – сагит-
тальная координата центра давления, отсчитыва-
емая от оси голеностопного сустава, а h – рассто-
яние от точки О до плоскости, образованной чув-
ствительными элементами платформы.

Используем соотношения (1) и (2) для записи
следующего уравнения:

Здесь учитывается, что при малых колебаниях
можно приближенно считать, что N = mg, и при-

нято обозначение  Учитывая, что

для малых движений, при которых угол наклона
не превышает нескольких градусов, для коорди-
наты центра масс верно равенство η = –lsθ, полу-
чим дифференциальное уравнение, связывающее
координаты центра масс η и центра давления y:

(3)
Это уравнение может быть использовано для

отыскания координаты центра масс в результате
решения задачи Коши при начальных условиях

Отметим, что уравнение (3) не меняет вид при
изменении начала отсчета координат и может
применяться непосредственно к показаниям ста-
билоанализатора независимо от выбранного на-
чала отсчета. 

Уравнение (3) имеет два действительных кор-
ня: λ1 = –1/Т и λ2 = 1/Т. Его решение имеет сле-
дующий вид:

,s sJ mgl Mθ = θ +

,s sM Ny Fh Ny ml h= + = − θ

2 .s sT l l yθ = θ +

2 .s

s

J ml hT
mgl
+=

2 .T yη = η −

0 0
(0) , (0) vη = η η =

(4)

Константы С1 и С2 определяются начальными
условиями η0 и v0, а ηчн – частное решение неод-
нородного уравнения (3). В общем случае С2 ≠ 0 и
соответствующее слагаемое экспоненциально
нарастает. Таким образом, ошибки в задании на-
чальных условий, погрешности модели и стаби-
лометрических измерений будут приводить к ка-
тастрофическому нарастанию ошибки оценки на
временах t > T ≈ 0.5 с. Как отмечалось выше, ком-
пенсации этой погрешности можно добиться дву-
мя способами: добавлением информации о фи-
нальных условиях или использованием информа-
ции о том, что момент в голеностопном суставе
обеспечивает устойчивость движения человека и
компенсирует соответствующие неустойчивые
слагаемые. 

АЛГОРИТМ ПРИВЕДЕНИЯ 
К КРАЕВОЙ ЗАДАЧЕ

Предложение использовать в качестве началь-
ного и конечного моменты времени t0 и tf, при ко-
торых равна нулю проекция горизонтальной со-
ставляющей реакции опоры, высказано в работе
[12]. При отсутствии измерений горизонтальных
составляющих реакции опоры воспользуемся
предположением о том, что при спокойном стоя-
нии средние значения этих составляющих равны
нулю либо пренебрежимо малы, как это сделано в
работе [8]. Тогда средние значения координат
центра давления и центра масс будут совпадать, а
средняя скорость движения центра давления бу-
дет равна нулю. Для реализации алгоритма потре-
буем проводить обследование с интенсивным
движением следующим образом: перед выполне-
нием движения обследуемый находится в основ-
ной стойке в течение интервала времени [t0, tp] и
не совершает интенсивных движений; затем со-
вершается движение, после него в течение интер-
вала времени [ts, tf] проводится запись движений
человека, стоящего спокойно и не совершающего
интенсивных движений. Средние значения коор-
динат центра масс и центра давления на интерва-
лах времени спокойного стояния совпадают, а
средние скорости их изменения равны нулю. В
соответствии с этим вместо краевых условий ис-
пользуем следующие соотношения:

(5)

1 2 чн.
t t

T TС e С e
−

η = + + η

0 0

0

1 1 1 1

1 1 1 1

( ) ( ) ;

( ) ( ) ;

( ) ( ) ( ) ( ) –    0;  –   0.       

p p

f f

s s

t t

t t
t t

t t

p f s

t dt y t dt

t dt y t d

t t

t

t t

η =

η =

η η η η= =

 
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За оценки положения центра масс принима-
ются решения системы (3), (5). Для дискретизи-
рованной задачи при наличии N измерений коор-
динат центра давления получим (N + 2) уравне-
ний, решение которых будем получать методом
наименьших квадратов [21]. 

АЛГОРИТМЫ ФИЛЬТРАЦИИ
Для использования предположения об отсут-

ствии экспоненциальных составляющих, порож-
денных решением однородного уравнения, запи-
шем передаточную функцию, соответствующую
уравнению (3):

(6)

Рассмотрим Фурье-образы N(ω) и Y(ω) функ-
ций η(t) и y(t). В силу уравнения (3) эти функции
связаны между собой соотношением. 

N(ω) = G(iω)Y(ω). (7)
В этом случае последовательность операций

«преобразование Фурье показаний стабилоана-
лизатора → умножение на передаточную функ-
цию → обратное преобразование Фурье» позво-
ляет получить искомую оценку. Тем не менее
прямое применение этого алгоритма, изложенно-
го в работах [6, 13], приводит к значимым погреш-
ностям оценивания вблизи границ интервала
[t0, tf]. Эта погрешность не связана с видом (4) ре-
шения однородной системы. Она объясняется
тем, что применение преобразования Фурье на
интервале времени [t0, tf] предполагает периоди-
ческое продолжение исследуемой функции на
всю числовую ось. В этом случае, если y(t0) ≠ y(tf),
продолженная функция в точках t0 и tf имеет раз-
рыв первого рода. Описание этого разрыва по-
рождает высокочастотные составляющие, кото-
рые искажаются при применении преобразова-
ния (7). При исследовании спокойного стояния
разрыв граничных условий незначителен и ошиб-
ки малы. При анализе ступенчатых движений
ошибка становится соизмеримой с величиной
полезного сигнала. Компенсировать такую по-
грешность можно двумя способами.

Удаление линейного дрейфа. Представим функ-
цию y(t) в виде суммы 

y(t) = a(t – t0) + b + δ(t), (8)

где 

(9)

Оценка координаты центра масс в этом случае
может быть представлена в виде

(10)

2 2
1( ) .

1
G s

T s
= −

−

0
0

0
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В силу уравнения (3) Фурье-образы функций χ
и δ связаны также уравнением вида (7) с переда-
точной функцией G(s) из (6). Тогда оценка вели-
чины χ по известной δ с помощью описанной вы-
ше процедуры будет лишена описанного недо-
статка, так как δ(t0) = δ(tf).

Алгоритм построения оценки  координаты
центра масс будет иметь следующий вид

1. Вычисляем константы a и b по формулам (9)
и функцию δ(t) из уравнения (8).

2. Вычисляем Фурье-образ Y(ω) от функции
δ(t).

3. Вычисляем N(ω) в соответствии с уравнени-
ем (7)

4. Используя обратное преобразование Фурье
вычисляем χ(t) как праобраз N(ω). 

5. Оценку  координаты центра масс получаем
по формуле (10).

Фильтрация в прямом и обратном времени. Для
обоснования этого алгоритма представим переда-
точную функцию G(s) в виде произведения 

G(s) = –G1(s)G2(s),

где  и 

Передаточной функции G2(s) соответствует
уравнение устойчивого фильтра:

(11)

а передаточной функции G1(s) соответствует 

уравнение неустойчивого фильтра

(12)
Фильтр (12) имеет единственный положитель-

ный корень и устойчив в обратном времени. В
итоге процедура сводится к последовательной
фильтрации показаний стабилоанализатора
фильтром (11) в прямом времени и последующей
фильтрации (12) в обратном времени. 

Оба алгоритма практически эквивалентны и
требуют достаточно сложных вычислений. Вы-
числения алгоритма двойной фильтрации проще,
но применение алгоритма преобразований Фурье
может оказаться предпочтительней в случае, ко-
гда требуется дополнительная обработка резуль-
татов, например, вычисления ускорения центра
масс или момента в голеностопном суставе. В
этом случае операцию численного дифференци-
рования можно обойти, переписав передаточную
функцию G(s). Объем вычислений при этом уве-
личится несущественно, и его одновременно
можно дополнять частотной фильтрацией. 

Этот алгоритм, в отличие от приведения к кра-
евой задаче, не требует интервалов спокойного
стояния в начале и конце записи и поэтому может
использоваться при обработках любых обследо-
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ваний, в ходе которых человек не совершал зна-
чимых изменений позы.

ПРОВЕДЕНИЕ ПРОБ ДЛЯ СРАВНЕНИЯ 
АЛГОРИТМОВ

Для сравнения погрешностей алгоритмов в ла-
боратории математического обеспечения имита-
ционных динамических систем механико-мате-
матического факультета МГУ имени М.В. Ломо-
носова проведены записи движений четырех лиц
мужского пола различной комплекции в возрасте
от 20 до 60 лет, выполнявших на стабилоанализа-
торе «Стабилан 2-01» (ЗАО ОКБ «РИТМ», Таган-
рог) пробу со ступенчатым отклонением в соот-
ветствии с работой [18]. Одновременно система
видеокамер ARTtrack и программа захвата изоб-
ражений использовались для определения ко-
ординат маркера, закрепленного на поясе челове-
ка, приближенно на высоте центра масс.

Проба состояла в следующем. Испытуемый
стоял на платформе стабилоанализатора. В ходе
теста он должен быстро изменить положение ту-
ловища в сагиттальной плоскости за счет измене-
ния угла в голеностопном суставе на произволь-
ный угол порядка 2–3°, значительно меньший,
чем максимально возможное отклонение. Через
15 с человек по команде совершает обратное дви-
жение. Такой цикл каждый обследуемый повто-
рял десятикратно. Для синхронизации показаний
измерительных комплексов в начале обследова-
ния человек совершал удар стопой по поверхно-
сти стабилометрической платформы. Вся серия
движений повторялась с закрытыми глазами.
Длительность записей для одного обследуемого
составляла около 10 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ СРАВНЕНИЯ АЛГОРИТМОВ 
На основании данных, полученных из обсле-

дования, по приведенным алгоритмам вычисляли
координаты центра масс. Расчеты проводили для
следующих значений переменных: высоту центра
масс ls над голеностопом в основной стойке счи-
тали равной половине роста, J принимали рав-
ным моменту инерции стержня длины 2ls.

Величину h принимали равной h = 0.1 м. Такое
приближение принимали намеренно, в соответ-
ствии с возможностями получения быстрых гру-
бых оценок в ходе обследований.

Для сравнения алгоритмов исходные записи
были поделены на 20-секундные интервалы. Рас-
сматривали два типа временных интервалов: ин-
тервалы, на которых человек находился в «состо-
янии покоя» (не совершал интенсивных движе-
ний), и интервалы, на которых человек совершал
активное движение (наклон вперед или возвра-
щение в исходную позицию). Для каждого обсле-
дуемого в итоге было выбрано по 20 интервалов
спокойного стояния и 20 интервалов интенсив-
ного движения. Характерный вид показаний из-
мерительных систем при активном движении по-
казан на рис. 2.

На рис. 3 приведен характерный вид оценок,
полученных с использованием описанных алго-
ритмов. Продолжительность интервалов [t0, tp] и
[ts, tf] при решении краевой задачи принимали
равной 5 с. Более наглядное представление о ха-
рактере ошибок оценивания дает рис. 4, на кото-
ром приведены разности оценок координат цен-
тра масс и координат маркера системы видеоана-
лиза.

В таблице приведены среднеквадратичные
значения разностей оценок сагиттальных коор-

Рис. 2. Пример показаний измерительных систем на интервале возвратного движения. Сплошной линией показана
сагиттальная координата маркера системы видеоанализа на поясе обследуемого, пунктирной – показания
стабилоанализатора.
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динат центра масс и координат маркера системы
видеоанализа, рассчитанные на интервалах спо-
койного стояния и интервалах активного движе-
ния. Для спокойного стояния эти значения до-
стигают величин порядка 1 мм. Для участков дви-
жения эти разности возрастают более чем в два
раза. Максимальные значения в отдельных случа-
ях достигали 25% от амплитуды движения, одна-
ко такие большие величины могли быть вызваны
погрешностями синхронизации измерений, по-
рожденными нестабильностью временных отсче-
тов системы видеоанализа. 

Алгоритм решения краевой задачи в предло-
женном варианте склонен к повышенным по-

грешностям на концах интервала. Этот эффект
связан с присутствием в решении неустойчивых
составляющих, но, возможно, может быть подав-
лен в результате добавления в решение весовых
коэффициентов и уточнения краевых условий.

Следует отметить, что погрешность метода
оценивания, использующего двойную фильтра-
цию в прямом и обратном времени, меньше, чем
у двух других процедур, однако эта разница может
оказаться соизмеримой с погрешностями, по-
рожденными ошибками в задании параметров
системы (момента инерции и высоты центра масс
над голеностопом). 

Рис. 3. Оценки сагиттальных координат центра масс на интервалах активного движения. Сплошной линией
показана сагиттальная координата маркера системы видеоанализа на поясе обследуемого, штриховой – решение
переопределенной краевой задачи, штрихпунктирной – результат применения двух фильтров, пунктирной –
результат применения преобразования Фурье.

Рис. 4. Погрешности оценки сагиттальных координат центра масс на интервалах активного движения. Штриховой
линией показана погрешность решения переопределенной краевой задачи, пунктирной – применения
преобразования Фурье, штрихпунктирной – применения двух фильтров.
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Средние квадратичные значения разностей оценок координат центра масс и маркера системы видеоанализа 
Испытуемые Разности оценок координат центра масс и маркера системы видеоанализа, мм

Фурье-анализ Двойная фильтрация Краевая задача

Спокойное стояние
П1 0.73 0.65 0.80
П2 0.99 0.82 0.93
П3 1.00 0.85 1.15
П4 0.93 0.83 0.93
Общее 0.91 0.79 0.95
Активное движение
П1 1.31 1.14 1.26
П2 1.56 1.45 1.83
П3 2.39 1.70 2.06
П4 2.13 1.51 1.90
Общее 1.85 1.45 1.76
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A Comparative Analysis of Algorithms for Center of Mass Estimation 
Based on Force Plate Data

 P.A. Kruchinin, M.A. Podoprikhin, and I.D. Bekerov

Faculty of Mechanics and Mathematics, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1, Moscow, 119992 Russia

Methods for the center of mass horizontal coordinate estimation which are based on the force plate data are
compared.  Only the centre of pressure measurements and weight are used. Such problem is mathematically
incorrect and requires regularization. The first method uses initial position and velocity of center of mass, but
also its terminal state estimation. The second method is associated, with the assumption unstable compo-
nents in motion are absence, and uses low-pass filtering. The known algorithms have been modified to solve
the problem under conditions of intense body tilt. The considered algorithms force plate data processing are
modified for subjects making a «test with a stepwise disturbance». At the same time, a system of video cam-
eras was used to determine the coordinates of a marker fixed approximately at the center of mass height. The
performance ability of modified algorithms has been demonstrated. It was noted that the estimation error of
the method using double filtering in forward and reverse time was less than in other algorithms.

Keywords: force plate data, postural sway, center of mass, center of pressure, incorrect problem, regularization 
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Предложена новая математическая модель из тематики задач «хищник–жертва». Строго аналитиче-
ски дан вывод системы нелинейных дифференциальных уравнений, качественно правильно опи-
сывающих динамику поверхностной концентрации населения Земли с учетом основных факторов
«обрезания», влияющих на ее пространственно-временную эволюцию. С помощью предложенной
модели показано, что вначале численность населения Земли имеет тенденцию к возрастанию, а за-
тем, в силу открытости системы, после достижения максимума, начинает убывать. Этот факт под-
твержден строгим математическим и численным расчетом. 
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Задача, о которой пойдет речь, относится к об-
щим проблемам теоретической биофизики, глав-
ная тенденция которых имеет ярко выраженное
направление к области математических проблем,
характеризуемых вполне понятной терминологи-
ей «хищник–жертва». 

Подобный тип задач изучается уже примерно в
течение двух столетий, и одними из самых первых
работ в этом направлении по праву считаются ра-
боты Г. Ферхюльста [1–3], в которых было пред-
ложено модельное описание эволюционного раз-
вития определенного класса индивидов. В рамках
этой модели были учтены как естественный при-
рост популяции, так и ее естественная убыль из-
за гибели вследствие вероятной встречи с хищни-
ками. 

К подобного рода проблемам относится и за-
дача, связанная с выяснением характерной дина-
мики развития численности населения Земли в
условиях учета разнообразных естественных и ис-
кусственных факторов, обрезающих демографи-
ческий рост нашей популяции. К ним можно от-
нести, например, такие понятия, как интеллекту-
альный фактор, учитывающий развитие науки,
техники и технологий и приведший к «зеленой
революции» и к «индустриальному птицевод-
ству», а также социально-биологический фактор,
породивший демографический переход, а имен-
но быстрое снижение рождаемости в индустри-

альном обществе до уровня простого замещения
поколений. Кроме того, не стоит сбрасывать со
счетов и гендерный фактор, обуславливающий
рост частично бесплодного процента людей в че-
ловеческой популяции, связанный с психически-
ми заболеваниями и ослаблением интеллекта,
вызываемыми чисто искусственным путем. От-
меченные факторы напрямую связаны с мысли-
тельным процессом, но не инстинктивным, как у
животных. К примеру, если взять гендерный фак-
тор, внесенный в сознание человечества искус-
ственно или иначе, насильственно, то в этом пла-
не он никак уже не может считаться естествен-
ным. 

Главной целью настоящего сообщения явля-
ется доказательство того, что рост человечества
является саморегулируемым и самоорганизован-
ным (пренебрегая интеллектуально создаваемы-
ми насильственными факторами и исключая так-
же инопланетное вмешательство) процессом, ко-
торый диктуется лишь условиями хаоса,
естественными при развитии любой биологиче-
ской системы (см. Приложение). 

Здесь необходимо понимать, что Земля пред-
ставляет собой уникальный объект для изучения
развития популяций в экологически открытой и
эволюционирующей по своим законам системе,
которая изначально была организована таким об-
разом, что в процессе многовековой эволюции на
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ней постепенно стала появляться биологическая
жизнь. В этой связи вполне прозрачным, на наш
взгляд, является такое понятие, как эволюцион-
ное развитие человечества в результате естествен-
ного размножения. Поэтому сразу же возникает и
вопрос: а почему рост человечества должен
длиться до бесконечности? Ответ кроется в дру-
гом встречном вопросе, а почему никого не бес-
покоит, например, факт того, что, скажем, попу-
ляция волков не может расти до бесконечности?
Совершенно понятно, что человек, вмешиваясь в
Природу, сам начинает их уничтожение, однако,
это действие вполне равносильно такому поня-
тию, как насилие. В этой связи становится абсо-
лютно понятным, что если пустить развитие все
тех же волков на самотек, не вмешиваясь в их
жизнь, то их популяция, достигнув определенно-
го порога, дальше расти не будет. Связано же это
будет с тем, что даже при их миграции в другие
места, где более благоприятные условия, они не
смогут выжить, поскольку и на новом месте будет
действовать естественный, подчеркнем (а не на-
сильственный благодаря кому-то), «обрезающий
фактор». Переселение на следующее новое место
обитания не улучшит ситуацию, а приведет к то-
му же эффекту, но только с еще большей скоро-
стью ухода из нее ввиду сильно возросшей их чис-
ленности. То есть, в конце концов, они начнут
уничтожать себя сами, что является вполне ло-
гичным, например, для такой популяции, как
крысы. Совершенно понятно, что уменьшение их
популяции будет происходить ровно до такого
критического уровня, пока их количество не вый-
дет на ту предельную концентрацию, которая
позволит им балансировать на грани жизни и
смерти, т.е. выживать. Этот абстрактный пример
представляет собой идеальную полностью за-
мкнутую и изолированную биологическую систе-
му. В реальности, однако, идеальных систем не
бывает, а потому любая биосистема является от-
крытой, поскольку помимо волков существует и
масса других животных и организмов, которые
также размножаются и которые могли бы служить
им, например, пищей. Ясно поэтому, что сколько
бы организмов на Земле мы не рассматривали, у
каждого из них имеются свои естественные вра-
ги, регулирующие численность собственной по-
пуляции. То же самое относится и к человеку как
относительно разумному примату. В процессе
своего размножения, способствующего перена-
селенности численности любой популяции, с не-
обходимостью происходит объективное включе-
ние каких-либо естественных, подчеркиваем, а
не искусственных факторов, обрезающих» их раз-
множение. 

Заметим также, что, помимо уже упомянутых
чуть выше искусственных факторов (интеллекту-
альный или гендерный), к ним следует добавить и
вполне объективные факторы, например, такие,

как, скажем, оживание различных дремавших до
определенного момента времени микроорганиз-
мов и вирусов, замороженных в арктических
льдах и оттаявших благодаря потеплению клима-
та Земли. 

Если придерживаться несостоятельной (как
сейчас говорится) теории Т. Мальтуса, в которой
основным «тормозящим» фактором роста чис-
ленности населения считалось ограниченное ко-
личество пищи, то надо заметить, что в те времена –
в XVIII веке – это предположение было основано
на утверждении, что народонаселение растет в
геометрической прогрессии, а прирост пищи – в
арифметической. Действительно, с этим можно
было бы согласиться, но только с существенной
поправкой, что речь об этом шла в эпоху сильно
отсталого в плане интеллектуального развития
малообразованного общества. Придерживаясь
современного уровня развития сельскохозяй-
ственной науки, можно абсолютно уверенно
утверждать, что вполне реально добиться, чтобы
количество произведенной пищи могло также
расти в геометрической прогрессии, пропорцио-
нально росту народонаселения. Другое дело, что
для этого необходимо сильно напрягаться, что не
всем по вкусу, и куда проще ввести искусственно
обрезающие рост популяций факторы в виде, на-
пример, гендерных. 

В этой связи еще раз подчеркну, что в Прило-
жении строго математически обоснована общая
биологическая модель, придерживаясь которой, в
частных случаях получаются и уравнение Воль-
терра–Лотки, и Ферхюльста, и наша система
уравнений (1), исследованию которой и посвя-
щена настоящая статья. 

ПОСТАНОВКА ЗАДАЧИ. 
ОСНОВНЫЕ УРАВНЕНИЯ

Когда речь идет о классической задаче Ферх-
юльста, в нее закладывается лишь простейшая
формулировка модели без учета таких понятий,
как, например, естественная или принудительная
(по неосторожности) гибель хищников [4, 5], а
также неоднородности распределения их числен-
ности по территории парка и множества других
также вполне объективных естественных фак-
торов. 

В более сложной задаче, которая была сформу-
лирована Вольтерра и Лоткой [6, 7], авторами был
учтен ряд новых физических параметров, каче-
ственно влияющих на поведение всей системы в
целом и, в частности, изменение концентрации
самих хищников. 

Более общая теория была предложена в уже со-
всем свежей в этом направлении чисто математи-
ческой статье [8], где авторы привели подробный
анализ обобщенного уравнения Вольтерра–Лот-



К ВОПРОСУ О САМООРГАНИЗАЦИИ ЧИСЛЕННОСТИ НАСЕЛЕНИЯ ЗЕМЛИ 1007

БИОФИЗИКА  том 66  № 5  2021

ки (см. также работы близкого направления [9–
27]) и доказали ряд теорем, связанных с этим во-
просом. 

Далее мы приведем подробное исследование
хаотического роста народонаселения Земли, рас-
сматривая его на языке только двух параметров –
плотности популяции n и обрезающего их рост
фактора m, используя уже другую математиче-
скую модель в отличие от двух упомянутых. При
этом если придерживаться современного пред-
ставления о факторах сдерживания скорости ро-
ста популяций, и ввести в обрезающий фактор
помимо пищевого дефицита все искусственные
(т.е. гендерные и техногенные), то такой пара-
метр будет иметь максимально возможное значе-
ние. Именно поэтому далее мы будем рассматри-
вать только нижнюю границу этого параметра,
считая, что его роль сводится только к пищевому
фактору. Как увидим, даже это минимальное зна-
чение позволяет утверждать, что в силу хаотиче-
ского поведения энтропии общества в целом бу-
дет иметь место и условие максимума численно-
сти населения, которое, благодаря объективным
законам теории хаоса, затем неминуемо начнет
спадать. Этот спад, подчеркнем, будет продикто-
ван уменьшением энтропии, связанным с пере-
населенностью, включающим естественные фак-
торы обрезания ее численности, о которых чело-
вечество пока может даже и не догадываться. 

Прежде, чем приступать к формальной сторо-
не, касающейся строгого анализа обозначенной
выше проблемы, необходимо остановиться на не-
которых основных понятиях и определениях, без
которых все нижеследующее изложение может
оказаться малопонятным. 

Будем предполагать, что распределение насе-
ления по поверхности Земли имеет однородный и
равномерный характер. При этом, как кажется
вполне очевидным, подобное предположение ни-
как не должно повлиять на суть решаемой задачи.
Помимо этого, будем также считать, что скорость
роста численности населения α представляет со-
бой вполне естественный природный фактор.
Обрезающий фактор, роль которого мы отводим
жертве, мы обозначим буквой m. 

Пусть скорость убывания параметра m харак-
теризуется некоторой постоянной величиной γ, а
безразмерный параметр λ обозначает долю ее ха-
рактерной убыли, в определение которой мы
включим всевозможные субъективные и объек-
тивные факторы, влияющие на нее. Тогда систе-
му динамических уравнений, описывающих есте-
ственное эволюционное развитие численности
населения, можно записать в следующем вполне
понятном с качественной точки зрения виде (по-
дробности вывода см. в Приложении): 

(1)

где β(t) – непрерывно меняющийся от времени
параметр. Он имеет вероятностный смысл и яв-
ляется «тормозящим» рост популяций фактором
(наподобие похожего слагаемого в уравнении
Ферхюльста, где этот коэффициент считался по-
стоянным). Обрезающий фактор в знаменателе
верхнего уравнения этой системы также введен
не случайно. Чисто качественно он ведет к тому,
что при его резком уменьшении должно произой-
ти и резкое уменьшение численности населения.
Что касается последнего (но не по значению) па-
раметра ε, то он характеризует собой медленную
скорость возможного увеличения обрезающего
фактора. 

Под сказанным подразумевается следующее.
Достигнув определенного максимального значе-
ния, численность населения начнет свое стреми-
тельное убывание из-за начинающегося умень-
шения глобальной энтропии, а именно благодаря
включению обрезающих факторов. Например,
это может быть извержение вулкана Йеллоустон
или, скажем, сдвиг литосферных плит, который
породит цунами высотой в несколько десятков
метров, сметающий целые континенты, еще кос-
мическое излучение, а также множество других
более мелких природных катаклизмов, включаю-
щихся по мере эволюции самой Земли, свой-
ственных любой открытой системе. 

Но вот что интересно. Как бы человек не пы-
тался навредить Природе, что является неоспори-
мым и объективно доказанным фактором (кста-
ти, также способствующим уменьшению числен-
ности населения), регулирование популяции
Земли является неотъемлемым элементом суще-
ствования самой нашей Планеты. Подобное
утверждение базируется на невозможности нару-
шения основного закона эволюции, связанного с
хаотическим ростом глобальной энтропии и
стремлении системы к хаосу, фактически означа-
ющее гибель всего живого. Отмеченный факт
бесспорно приведет к изменению климатических
условий, приводящих, в свою очередь, и к иному
локальному перераспределению введенного нами
параметра m. 

Например, какие-то континенты могут уйти
под воду, где-то активируются вулканы, что может
породить, например, нашествие летучих мышей, а
вместе с ними и каких-то эпидемий, что в целом и
приведет, причем естественным образом, к умень-
шению численности народонаселения. Формаль-
но это и заложено в коэффициенте β(t) системы
уравнений (1), а также в коэффициенте ε. 

Подобные факторы продиктованы и вполне
объективной эволюцией глобальной энтропии S

( ) 2

1

,

,

t
n n n

m
m mn mλ+

β = α −

 = −γ + λε


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(она составляет порядка 16 миллиардов лет, пока
будет иметь место вращение Земли вокруг своей
оси, связанное с неостывшим пока ядром), обу-
словленной принципом самоорганизации наше-
го макромира. 

Соответствующие уравнения, которые можно
представить в виде (1), нетрудно получить из не-
обходимого и достаточного (при решении синер-
гетических проблем) условия существования экс-
тремума некоторого функционала Φ{m,n}, исходя
из равенства Φ = 0 (похожий принцип был ис-
пользован, например, в работах [28, 29]). 

АНАЛИЗ УРАВНЕНИЙ (1)

Вернемся теперь к формальному анализу урав-
нений (1) и введем следующие безразмерные кон-
центрации: 

(2)

где n0 и m0 – средние значения концентраций ин-
дивидов и обрезающего фактора соответственно. 

Что касается концентрации n0, ее можно опре-
делить естественным образом, как n0 = N/S, где
N = 7000000000 – современное население Земли,
S = S0/6 – площадь поверхности суши, где
S0 = 4πR2 – площадь поверхности Земли, R – ее
радиус. Что касается конкретной величины сред-
него значения обрезающего рост народонаселе-
ния фактора m0, то чисто условно его можно вве-
сти в виде некоторой средней наименьшей вели-
чины, позволяющей человечеству выжить. Это
наименьшее значение мы будем характеризовать
в виде дроби m0 = M/N, где под параметром M мы
будем подразумевать только количество общей
пищи на Земле, опустив такие важнейшие факто-
ры, как гендерный фактор и индустриальный.
Подобное введение нам кажется вполне объек-
тивным, поскольку при таком описании мы полу-
чим оправданно реальную картину, описываю-
щую взаимодействие обоих параметров n и m при
условии, что значение m – наименьшее. Это про-
сто означает, что всегда можно сделать корректи-
ровку условия m0 < m, перейдя к искусственно
увеличенному значению m. Именно в рамках та-
кого представления, если исходить из разумных
предположений чисто феноменологически, счи-
тая, например, что суточная норма потребления
пищи (минимальное значение m), позволяющая
выжить, определяется минимальным значением
m0 = 1 кг/сутки. 

В итоге систему уравнений (1) можно записать
следующим образом: 

0 0

, ,n mx y
n m

= =

(3)

В том случае, если мы хотим учесть неоднород-
ность распределения параметров x и y  по поверх-
ности Земли, уравнения (3) следует переписать с
учетом неоднородности концентраций в виде 

(4)

где коэффициенты D1,2 обладают по своему смыс-
лу размерностью коэффициентов диффузии, а в
представлении популяций просто учитывают ее
миграцию, 2 – двухмерный оператор Лапласа,
который на сферической поверхности с фикси-
рованным радиусом R и в сферической системе
координат имеет обычный вид

(5)

где θ и ϕ по своему смыслу представляют собой
соответственно азимутальный и полярный углы,
которые можно «привязать» к параллелям и ме-
ридианам Земли, а центр сферической системы
координат поместить в ее центре. 

Найдем вначале стационарное решение систе-
мы уравнений (3) в однородном случае, считая,
что D1 = D 2 = 0, а 

β(t) = β = const. (6)
В результате приходим к следующей системе

нелинейных алгебраических уравнений: 

(7)

Отсюда получаем, что

(8)

Чтобы численно оценить обе эти величины,
мы можем, исходя из разумных предположений,
задать все входящие в решение (6) параметры.
Действительно, поскольку по своему смыслу все
они малы (эта малость диктуется малостью без-
размерных концентраций численности населе-
ния x и наименьшей доли обрезающего фактора y
благодаря огромной площади поверхности Зем-
ли), то, как видно из уравнений (3), если исходить

( ) 2

1

,

.

t
x x x

y
y xy yλ+

β = α −

 = −γ + λε


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1
2

,

.
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y D y xy yλ+

β = Δ + α −

 = Δ − γ + λε





( ) 2
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1 1 1sin ,

sin sinR
 ∂ ∂ ∂Δ = θ + θ∂θ ∂θ ϕ∂ϕ 

( ) 2
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xy y λ+

βα − =

γ − λε =

( )
1

11

1
1

,

.

x y

y

λ
−λ−λ

−λ

  βα λε = =   β α γ 

  λεβ=  αγ  
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из соображений размерности, вполне можно счи-
тать, что α = m0/t0, β = n0/t0, γ = n0/t1. 

Стоит заметить, что за единицу времени здесь
удобно выбрать не традиционные секунды, как
это обычно делается в физических задачах, а сут-
ки. Полагая поэтому, что α = 10–2 кг/км2·сут,
β = 10–5 кг/км2·сут, γ = 10–6 кг/км2 сут, λ = 10–2,
ε = 10–2 (СИ, км, сут), найдем

(9)

В пересчете на размерные величины отсюда
получаются такие вполне реальные предельные
значения:

(10)

Поскольку радиус Земли R ≈ 6400 км, то для
средней плотности населения получаем 

n0 = N/S = 2.5·102 км–2. (11)

В настоящее время это составляет примерно
250 человек на квадратный километр, что и поз-
волило нам спрогнозировать выбор приведенных
выше численных значений параметров. Подстав-
ляя величину (11) в выражение (10), находим, что
предельно допустимая средняя плотность населе-
ния на квадратный километр может составлять
25000 человек. 

Поскольку же полная поверхность суши Земли

есть  то, согласно вы-

ражению (10), для наименьшего значения обреза-
ющего фактора мы приходим к следующей пре-
дельной оценке

(12)

Для предельного же количества населения
Земли найдем, согласно выражению (10):

(13)

Вполне разумным нам кажется предположе-
ние, что m0 = 2.5. 

Поделив выражение (12) на выражение (13),
получим 

(14)

Приведенная цифра говорит о том, что для
предельной численности населения Земли в
800 миллиардов человек суточная норма потреб-
ления еды (а точнее, фактор обрезания, измеряе-
мый в граммах), имеющая значение в 25 г, факти-
чески означает вымирание. 

210 , 0,1.x y≈ =

2 2
0 02 2

1 кг10 , 10 .
км км  сут

n n m m ≈ = 
 

2 7 2
0

2π 8 10 км ,
6 3
SS R= = ≈ ⋅

9
0

кг8 10 .
сут

mS mμ = = ⋅

118 10 челoвек.N xS= = ⋅

2 кг2,5 10 ,
сут×чел

q
N

−μ= = ⋅

Это значит, что если придерживаться крите-
рия жизни, когда доля потребления должна со-
ставлять ограничение в виде среднего значения

(15)

то приходим к той предельной цифре численно-
сти, которая допустима и составляет, очевидно,
величину 

Nпред = 2 · 1010 человек. (16)

Предельное число (16) указывает, что на каж-
дом квадратном километре вполне комфортно
может проживать примерно 750 человек. 

И еще: согласно официальной статистике [30]
каждые сутки на Земле рождается в среднем
433382 ребенка, а умирает естественным
путем или суммарно погибает примерно 150000
человек.

Как видим, разность прироста народонаселе-
ния не так велика, а потому достичь значения в
20 миллиардов человек реально можно примерно
через 120 лет. Совершенно понятно, что за такой
промежуток времени ввиду непредсказуемости
человеческой психики и общих законов Природы
может произойти все что угодно. 

Что же касается описания временного хода со-
бытий, которые находятся в полном соответствии
с приведенными выше величинами (11)–(16), то
нам следует вернуться к общим однородным
уравнениям (3) и для случаев, когда β(t) = β =
const и β = β(t) (эту зависимость мы конкретизи-
руем), провести численное интегрирование полу-
ченной системы уравнений. 

ЧИСЛЕННОЕ РЕШЕНИЕ УРАВНЕНИЙ (1) 
В первом случае, когда β(t) = β = const, зависи-

мость y(x) показана на рис. 1. 
Во втором случае, если выбрать, например,

рост функции в виде степенного закона
β(t) = β0τκ, где константы β0 и k мы задаем, зави-
симость y(x) при k = 1 показана на рис. 2. 

Как видно из рис. 1 и 2, поведение популяции
и обрезающий фактор меняются во времени до-
вольно хаотическим образом, что вполне есте-
ственно, поскольку равномерность развития ка-
ких-либо событий нельзя уложить в рамки теории
хаоса, когда речь заходит о таком сложном поня-
тии, как изменение энтропии (см. Приложение). 

Главный вывод из всего того, что было сейчас
нами изложено, заключается в том, что нет ни
малейших оснований и повода вмешиваться в
естественный ход развития жизни на Земле и пы-
таться предпринять какие-либо шаги с целью
принудительного регулирования роста народона-
селения на нашей планете. 

кг1 ,
сут ×чел

q =
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Как видно из обоих рисунков, численность по-
пуляции в зависимости от обрезающего фактора
вначале ведет к ее росту, а впоследствии всегда
будет сопровождаться ее спадом, что изначально
уже и было заложено в общие свойства энтропии. 

ЛИНЕАРИЗАЦИЯ УРАВНЕНИЙ (3) 
Следуя общим принципам теории обыкновен-

ных дифференциальных уравнений [31], легко
провести линеаризацию системы уравнений (3)
вблизи стационарной точки . В
результате получаем следующие линейные урав-
нения

(17)

Решение системы (17) элементарно находится,
в результате мы получаем 

(18)

где корни характеристического уравнения есть 

(19)

Как видно из уравнения (19), при различных
соотношениях между входящими в ответ пара-
метрами, решение системы (18) может представ-
лять собой узлы, седловые точки, а также аттрак-
торы и репеллеры. 

При этом последние могут возникать только в
том случае, если подкоренное выражение в урав-

( )0 ,M M x y=

( ) ( )

( ) ( )

2
,

.

x x x y y

y y x x x y y

 α= −α − + −
β

 = −γ − + λγ −





1 2

1 2

1 2

1 2
1 22 2 2

,

,

k t k t

k t k t

x x C e C e
k ky y C e C e

 = + +
 β ββ      = + α + + α +           α α α

( ) ( )
2

1,2
λγ α λγ α αγ 1 λ .

2 2
x xk x− −= ± − −

нении (19) отрицательно. В результате это приво-
дит к притягивающей спирали (аттрактор) или
отталкивающей (репеллер). 

В соответствии с общими постулатами синер-
гетики эволюция области фазового пространства
ω описывается уравнением  где v –
обобщенная скорость, определяемая как вектор с
компонентами .

ω = ωdiv ,v

( ),x y=v  

Рис. 1. Эволюция численности населения x(y) при
условии, что вероятность действия обрезающего фак-
тора β постоянна. 

Рис. 2. Эволюционное развитие численности населе-
ния при условии, что вероятность изменения обреза-
ющего фактора β убывает со временем по гиперболи-
ческому закону. 

Рис. 3. Эволюция численности населения x(y) соглас-
но уравнениям (П10) при условии, что вероятность
действия обрезающего фактора β постоянна. Здесь
анализ проведен для начальных условий x(0) = 1,
y(0) = 1, и до момента времени t = 8000. Пренебреже-
ние двумя последними слагаемыми в нижнем уравне-
нии системы (П10) вообще не влияет на поведение
зависимости x(y) и приводит к укороченной системе
уравнений (1), которая и была исследована в статье. 
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Из системы уравнений (17) видно, что
 Это означает, что при  об-

ласть фазовой плоскости ω = ΔxΔy сжимается и
представляет собой типичное притягивающее
множество, которое является устойчивым и не
будет реагировать ни на какие внешние малые
возмущения типа техногенных или гендерных,
которые просто ускоряют уменьшение численно-
сти населения, не влияя качественно на ее есте-
ственное поведение в целом (см. рис. 1 и 2 и урав-
нения (1) и (П9)). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Как было показано выше, именно благодаря
хаотическому характеру развития общества его
глобальная энтропия должна вести себя подоба-
ющим образом в соответствии с общими закона-
ми эволюции, неотъемлемыми от природы самой
Земли. Поскольку , то при приближении
энтропии к стационарной точке она приближает-
ся к максимуму, как и численность населения.
При уходе от равновесия энтропия начнет убы-
вать, «захватывая» за собой и n. В статье это было
строго математически доказано с помощью чис-
ленного решения полученных уравнений, описы-
вающих естественный ход развития народонасе-
ления Земли. Все это возможно лишь благодаря
открытости нашей биологической системы и
объективному (подчеркиваю) ходу ее развития.
Это становится вполне понятным, если вспом-
нить основные принципы теории детерминиро-
ванного хаоса, когда система на каком-то проме-
жутке времени ведет себя хаотическим образом, а
затем под влиянием некоторых вполне опреде-
ленных факторов «скатывается» в локальную об-
ласть стационарной точки. Затем история повто-
ряется. Точно по таким же законам должны вести
себя абсолютно все популяции Земли, в том числе
и человеческая. 

Итак, 

1) Предложена вполне объективная биологи-
ческая модель из серии задач по теме «хищник–
жертва»;

2) Проведен аналитический и численный ана-
лиз полученных феноменологическим путем
уравнений, которые показали, что эволюция чис-
ленности населения при минимальном значении
обрезающего параметра должна иметь естествен-
ный неравномерный и хаотический характер раз-
вития (см. рис. 1, 2); 

3) Показано, что предельно допустимое значе-
ние численности населения Земли может соста-
вить примерно 20 миллиардов человек, а затем та-
ким же вполне естественным образом начнет спа-
дать.

ПРИЛОЖЕНИЕ

С целью подтверждения корректности уравне-
ний (1) мы воспользуемся общей методикой вы-
вода основных физических уравнений, в которых
будут учтены некоторые специфические особен-
ности эволюционного развития биосистем. С
этой целью удобно воспользоваться приемом, ко-
торый основан на использовании закона сохра-
нения полной мощности исследуемой системы и
был успешно применен при решении ряда задач
(см., например, работы [32–37]). По некоторой
аналогии с механическими задачами мы рассмот-
рим задачу из серии задач «хищник–жертва» на
языке энергетической и диссипативной функ-
ций, которые для биофизических проблем следу-
ет воспринимать, конечно, не в буквальном
смысле, а чисто условно. Как известно [38], кине-
тическую энергию гидродинамического потока

можно представить в виде  где ρ –

плотность, а v – скорость жидкости. В рассматри-
ваемой нами модели нельзя ввести энергию попу-
ляций, однако записать прототип энергии, как в
гидродинамике, мы имеем полное право, введя в
рассмотрение некоторую квадратичную форму по
концентрации индивидов n и обрезающего фак-
тора m. Обозначая ее, как и в физических задачах
через E, с очевидностью можно записать, что

(П1)

где C1(n) и C2(m) – две существенно положитель-
ные функции от соответствующих аргументов,
Σ – поверхность Земли, а dσ – ее элемент поверх-
ности. 

Что касается диссипативной функции , то по
своему смыслу она представляет собой производ-
ство энтропии в единицу времени [39] и в любых
физических процессах является величиной суще-
ственно положительной. 

В случае биологических систем этот принцип
следует применять с осторожностью, исходя из
объективного фактора того, что процесс измене-
ния количества популяций носит хаотический ха-
рактер, а потому в случае открытой системы про-
изводство энтропии в единицу времени  не мо-
жет все время оставаться существенно
положительной величиной, поскольку на опреде-
ленных промежутках времени должна подчи-
няться двум взаимоисключающим друг друга
условиям:  и . 

div λγ α.x= −v α > λγx

S n  21ε ρ v ,
2 V

dV= 

( ) ( )2 2
1 2

1 σ,
2

E C m n C n m d
Σ

 = + 

Q

S

0S > 0S <
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Это означает, что диссипативную функцию
для формального описания любого скалярного
хаоса мы имеем право представить в виде следую-

щей условно положительной комбинации (см.
работу [34]):

(П2)

где Γ1,2(n,m) – функции от концентраций n и m,
имеющих соответственно смысл обобщенного
декремента и инкремента, а Γ3,4,5(n,m) – в общем
случае также функции от n и m, но при этом лю-
бого знака. Кроме того всегда n > 0 и m > 0. Тот
факт, что в определениях (П1) и (П2) фигурирует
довольно много свободных параметров, не долж-
но вызывать особого удивления, поскольку все
они в предельных частных случаях либо выража-
ются друг через друга, либо оказываются равны-
ми нулю. 

Согласно общему принципу получения любых
уравнений динамики, мы имеем право исходить
из условия  (примерами того являются,
например, уравнения Навье–Стокса и любые
уравнения механики, в которых диссипативная

функция существенно положительна), что с оче-
видностью указывает на автоматическое выпол-
нение условия экстремума и для функций, вы-
бранных в виде (П1) и (П2), но уже для открытых
систем. Понятно, что в результате мы должны
прийти к уравнениям, описывающим экстре-
мальное распределение обоих интересующих нас
параметров (см. ниже). 

Действительно, дифференцируя (П1) по вре-
мени, находим

(П3)

где  

Складывая (П2) и (П3), будем иметь

Группируя здесь слагаемые с n и m, получаем в подынтегральной функции сумму двух выражений:

Пользуясь независимостью параметров n и m,
полагаем каждое из них по отдельности равным

нулю и находим интересующую нас систему урав-
нений:

(П4)

Перепишем эти уравнения в виде

(П5)
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 Если решить эту линейную относительно производных  и  систему, то получим

(П6)

 Из общей системы уравнений (П6) сразу же
видно, что при m = 0 и Γ5 = 0 мы приходим к урав-

нению Ферхюльста:  При других со-
отношениях мы приходим к обобщенной системе
уравнений Вольтерра–Лотка.

Полагая в уравнениях (П6) C2(n,m) = const
и опуская все кубические слагаемые по n и m,
а также вводя для удобства явные зависимо-
сти от n и m, будем иметь 

(П7)

Исследуемый нами случай отвечает условиям
C1(n,m) = C1m, Γ1(n,m) = Γ1m, Γ2(n,m) = Γ2m,
Γ3(n,m) = Γ3 = const, Γ4 = const, Γ5 = 0.

В результате из уравнений (П7) следует, что

(П8)

Чтобы привязаться к параметрам уравнений (1), 
считаем коэффициент Γ1 отрицательным и пола-
гаем, что: 

В результате из (П8) следует: 

(П9)

Из сравнения уравнений (П9) с уравнениями
(1) видно, что в верхнем уравнении (П9) в правой
части присутствуют два дополнительных слагае-
мых в отличие от уравнений (1), в которых их нет.
Казалось бы, этот момент может послужить силь-
ным поводом для критики всей работы. Однако
торопиться не будем. Как видно из (П9), эти сла-
гаемые входят с правильными знаками, и если
положить здесь C1 = C2 и воспользоваться чис-
ленными значениями параметров, приведенны-
ми выше (α = 10–2 кг/км2 сут, β = 10–5 кг/км2 сут,

γ = 10–6 кг/км2 сут, λ = 10–2, ε = 10–2 (СИ, км,
сут)), то система (П9) примет вполне конкретный
вид 

(П10)

Результат численного интегрирования уравне-
ний (П10) проиллюстрирован на рис. 3. Из его
сравнения с рис. 1 и 2 мы видим их замечательное
сходство. 

Таким образом, у нас имеется корректная и
вполне обоснованная (правда, укороченная по
сравнению с уравнениями (П9)), система уравне-
ний (1), моделирующая эволюционное развитие
человеческой популяции с учетом обрезающего
ее развитие фактора. 
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On the Question of Self-Organization of Processes of Changing the Population
on the Earth
 S.O. Gladkov

Moscow Aviation Institute (National Research University), Volokolamskoe shosse 4, Moscow, 125993 Russia

A new mathematical model based on the predator-prey interactions has been proposed. Strictly analytical
solution has been found for a system of nonlinear differential equations describing accurately the dynamics of
a population concentration on Earth's land surface, taking into account the main factors of "cut-off" influ-
encing its spatio-temporal evolution. With the help of the proposed model, it is shown that the population of
the Earth tends to increase, and then, due to a system’s permeability, after reaching the maximum, the pop-
ulation growth rate begins to decline. This observation is confirmed by rigorous mathematical and numerical
calculations.

Keywords: self-organization and self-regulation, “predator–prey” model, nonlinear dynamics, population con-
centration
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Проблемы, связанные с природой жизни и способностью живого эволюционировать, в настоящее
время привлекают внимание широкого круга ученых. Общее происхождение всех живых организ-
мов делает затруднительным для биологов дать существенное определение жизни. Возможно, ис-
пользование понятийного аппарата других наук способно разорвать этот логический круг. Тем не
менее, биология может многое сказать о таких необычных и парадоксальных особенностях живого,
как его специфическая устойчивость (способность к воспроизводству) и изменчивость. Чтобы опи-
сать, как такие явления могут быть возможны, может потребоваться разработка новых физических
идей и моделей. 

Ключевые слова: жизнь, эволюция, размножение, биология, физика.
DOI: 10.31857/S0006302921050215

В последние годы вновь возник интерес к та-
кой, казалось бы, уже давно и многократно об-
сужденной теме, как проблемы жизни, макроэво-
люции и образования новых видов. Это связано
со многими обстоятельствами, из которых особо
можно выделить, пожалуй, два. Во-первых, это
связано с развитием биоинформатики, как экспе-
риментальной, так и теоретической, которое
имеет место в последние годы. Во-вторых, эти
проблемы стали вызывать интерес у представите-
лей других наук, таких как физика и математика,
традиционно имевших в основном дело с нежи-
вой природой. Разумеется, как это иногда бывает
у неофитов, некоторые из них полагали (и до сих
пор еще полагают), что стоит только применить
уже имеющиеся в их распоряжении модели, раз-
работанные, вообще говоря, для совсем других
задач, с которыми уже сталкивалась физика, как
все эти «вечные» проблемы биологии будут тут же
решены. Конечно, это далеко не так. Скорее, си-
туация здесь даже обратная. Именно: эти биоло-
гические проблемы могли бы помочь выявить в
традиционной физике нечто новое, оставшееся
ранее непонятым или незамеченным. А уже по-
том, после того, как с этим разберется физика,
уже можно будет применить полученные знания
и для решения тех проблем, о которых здесь идет
речь. Поэтому мы полагаем, что для начала имеет
смысл обсудить все те проблемы, о которых мы

здесь упоминаем, как они выглядят с точки зре-
ния биологов.

Жизнь на разных уровнях организации являет-
ся объектом изучения биологов. Однако даже в
работах, посвященных возможным сценариям
происхождения жизни, весьма редко можно
встретить детальное обсуждение того, какого
должно быть определение жизни и живого. При-
чины этого понятны. Живые организмы связаны
единством происхождения, поэтому при всем их
многообразии жизнь как таковая известна нам в
единственном экземпляре. Представляется веро-
ятным, что какие-то нетривиальные подходы
возможны в случае более широкого рассмотрения
вопроса, в случае сравнения особенностей жизни
с известными особенностями других физических
явлений.

Попытки дать содержательное определение со
стороны биологов были, и если их подытожить,
то выделяются две ключевых черты живого. Это
особого рода устойчивость и особого рода спо-
собность изменяться. Оба этих момента во мно-
гом парадоксальны [1]. 

Особенности устойчивости живого хорошо
подытожены выдающимся морфологом
В.Н. Беклемишевым: «Живой организм не обла-
дает постоянством материала – форма его по-
добна форме пламени, образованного потоком

УДК 577.3
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быстро несущихся раскаленных частиц; частицы
меняются, форма остается». Живое сохраняет
способность к поддержанию своей структуры, к
репарации, к самовоспроизводству на фоне по-
токов материи, энергии и информации, в усло-
виях постоянных внешних и внутренних возму-
щений и случайной вариабельности. Свойства
клеток сохраняются, несмотря на значительную
стохастику экспрессии многих генов [2], более
того, эта стохастика может быть использована
организмами [3]. Зародыши живых организмов
зачастую способны развиваться к окончательной
структуре, несмотря на отклонения от «стан-
дартного» хода развития, вызванные различны-
ми внутренними и внешними причинами (из-
вестное свойство эквифинальности). Более того,
стохастические отклонения в ходе развития в ря-
де случаев могут выступать в качестве его движи-
теля [4]. Особь может выстраивать достаточно
сложное поведение на фоне изменчивой и не
вполне предсказуемой среды [5]. Популяции
многих животных способны достаточно быстро
восстанавливать свою численность и структуру
после массовой гибели в какой-либо местности
как за счет более значительного размножения,
так и за счет миграций [6]. А мозаичность расти-
тельных сообществ, связанная с различными эн-
догенными и экзогенными нарушениями, игра-
ет существенную роль в их поддержании [7].

Не менее парадоксальна эволюционная из-
менчивость живого, сочетающаяся с устойчиво-
стью и даже немыслимая без нее. Подавляющее
большинство эволюционных преобразований
идет с сохранением значимых черт организации
предка [1], что, собственно, и позволяло строить
филогенетические деревья задолго до достиже-
ний молекулярной генетики. Исключением яв-
ляются обычно случаи далеко зашедшего пара-
зитизма. Этот консерватизм прослеживается на
всех уровнях, включая молекулярный. Так Hox-
гены обнаруживаются у всех билатеральных
многоклеточных и играют значительную роль в
их эмбриональном развитии [8]. Гомологи от-
дельных Hox-генов найдены также у гребневи-
ков и кишечнополостных. В то же время нет ни-
какого сомнения в том, что изменения морфоло-
гии, происходившие при эволюции билатерий,
огромны. Ген Ocelliless (oc), он же Orthodenticle,
контролирует образование головных структур, в
частности, глаз, у организмов из самых разных
филогенетических ветвей. Так, несмотря на на-
копившиеся различия в первичной последова-
тельности, мышиный ген сохраняет способность
направлять развитие глаза у дрозофил [9]. Но при
этом сам глаз мыши и фасеточный глаз дрозофи-
лы устроены совершенно по-разному. Кроме то-
го, даже если какие-то прямые или побочные эф-
фекты эволюционных преобразований приводят

к признакам, выглядящим дезадаптивными, как
гениталии гиен [10], «по сумме баллов» особь
должна как минимум оставаться жизнеспособ-
ной, как максимум – способной победить других
в конкуренции, и это требование должно выпол-
няться для каждого из этапов эволюционных пре-
образований. По сути дела, мы видим кончики
нитей, которые хотя бы для каких-то эволюцион-
ных линий должны были оставаться непрерыв-
ными с самого зарождения жизни и протянулись
до наших дней.

Весьма интересными поэтому представляются
попытки рассмотреть жизнь с ее специфически-
ми чертами с точки зрения современной физики,
обнаружить их сходство с другими явлениями
или, напротив, уникальность, требующую при-
влечения новых концепций, в том числе физиче-
ских. К сожалению, они пока немногочисленны,
но будем надеяться, что начало положено. 

В данном выпуске журнала «Биофизика» пуб-
ликуются работы, каждая из которых связана с
теми или иными аспектами обсуждаемых здесь
проблем. Сама по себе обсуждаемая тема на-
столько важна и интересна, чтобы рассчитывать
на появление в дальнейшем и новых публикаций
по ней.
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Предложена гипотеза о том, что в основе феномена жизни лежит макроскопическое квантовое
состояние органических структур, входящих в состав клетки, которое характеризуется наличием
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В статье Г.Р. Иваницкого «XXI век: что такое
жизнь с точки зрения физики» [1] значительное
место уделяется проблеме определения понятия
жизни, которое по наличию или отсутствию ка-
кого-то признака или набора признаков могло бы
дифференцировать живую и неживую материю,
что оказывается весьма непростой задачей. Кро-
ме того, в статье обсуждаются гипотезы возник-
новения жизни. Эти проблемы вызвали большой
интерес и породили последующую дискуссию.
Однако возможен другой подход к вопросу, выне-
сенному в заголовок работы [1]. В настоящее вре-
мя, когда структура ряда простейших живых орга-
низмов изучена практически до атомного уровня,
как отмечено в работе [2], «все большее число
ученых начинает осознавать, что мы не знаем че-
го-то самого главного». Чего же мы можем не
знать, детально зная структуру? Ответом может
быть то, что мы не знаем состояние этой структу-
ры. Если рассматривать жизнь как особое состоя-
ние органических структур, входящих в состав
клетки, физическая природа которого в настоя-
щее время еще не известна, то слова «что такое
жизнь с точки зрения физики» можно понимать,
как вопрос о том, какова эта природа, т.е. какой
физический механизм лежит в ее основе. В этом
случае кажется естественным попробовать искать
какие-то аналоги среди явлений, изученных в
физике конденсированного состояния. Подоб-
ный подход уже предлагался ранее рядом извест-
ных физиков. 

В предисловии к своей монографии [3]
Ф. Лондон предположил возможность некоторо-
го квантового поведения, которое могло бы иг-
рать роль в биологических процессах, сходного с
тем, что присутствует при сверхпроводимости и
сверхтекучести. Он писал, что определенные вза-
имодействия между макромолекулами в биохи-
мии можно понять не иначе, как порождение не-
коего квантового механизма, присущего системе
в целом. Это обеспечивает системе характерную
стабильность квантовых состояний с возможно-
стью изменений без участия процессов диссипа-
ции. В работах [4, 5] У.А. Литтл обратил внимание
на это замечание Ф. Лондона и отметил, что это
совершенно новое и важное соображение для по-
нимания живых систем. Затем У.А. Литтл предпо-
ложил, что сверхпроводимость при близкой к
комнатной температуре может быть достигнута в
органическом полимере, структура которого по-
добна структуре ДНК. 

Позднее вопросы локальной сверхпроводимо-
сти рассматривались на молекулярном уровне.
Сложные молекулы с сопряженными связями со-
держат как электроны на внутренних орбитах (σ-
электроны), так и внешние электроны (π-элек-
троны) [6]. При этом π-электроны способны пе-
ремещаться вдоль всего молекулярного σ-остова
(ядра атомов молекулы с σ-электронами), т.е. яв-
ляются коллективными или делокализованными.
Другими словами, π-электроны подобны свобод-
ным электронам в проводнике. Используя под-
ход, использованный в работе [7], В.З. Кресин

УДК 577.338, 538.945, 577.336

ДИСКУССИИ



ГИПОТЕЗА О ФИЗИЧЕСКОЙ ПРИРОДЕ ФЕНОМЕНА ЖИЗНИ 1019

БИОФИЗИКА  том 66  № 5  2021

показал, что в π-электронной системе возможна
парная корреляция, подобная образованию купе-
ровских пар в сверхпроводнике [8]. При этом
связь между электронами в парах обусловлена их
взаимодействием с σ-остовом, который играет
здесь роль, подобную роли кристаллической ре-
шетки в сверхпроводниках. Сложные молекулы с
сопряженными связями входят в состав биологи-
чески активных веществ. В работах [8, 9]
В.З. Кресин ссылается на книгу А. и Б. Пюльма-
нов [10], которая завершается главой «Делокали-
зация электронов и жизненные процессы». Там
делается вывод, что присутствие электронного
облака в сопряженных молекулах можно рассмат-
ривать, как главную основу жизни. В.З. Кресин
делает предположение, что «парная корреляция
коллективизированных электронов, приводящая
к возникновению щели в спектре, обеспечивает
стабильность, аналогичную той, которая наблю-
дается в сверхпроводящих металлах, а дальний
порядок, обусловленный межэлектронной кор-
реляцией, существенен для понимания механиз-
ма связи, передачи возбуждений в биологически
активных веществах» (см. раздел «Сверхпроводи-
мость и физика сложных молекул» в работе [8]).

Поясним, что сверхпроводящее состояние в
сложных молекулах не означает возможность
протекания электрического тока с нулевым со-
противлением. Это лишь одно из характерных
(но не в данном случае) свойств сверхпроводяще-
го состояния, наряду рядом других. Одно из них –
наличие энергетической щели в плотности элек-
тронных состояний вблизи уровня Ферми, внут-
ри которой нет разрешенных уровней энергии.
Ширина щели 2Δ соответствует энергии, связи
куперовской пары электронов. Эта щель придает
стабильность сверхпроводящему состоянию, ведь
для разрушения состояния необходимо затратить
энергию порядка ширины щели. Теория Барди-
на–Купера–Шриффера предсказывает ширину
щели для обычных сверхпроводников при T = 0:
2Δ = 3.52kBTc, где Tc – температура сверхпрово-
дящего перехода, а kB – постоянная Больцмана
(выражение (45.18) в  в работе [11]). Величины
энергетической щели для высокотемпературных
сверхпроводников [12] и для волны зарядовой
плотности [13] отличаются от приведенного вы-
ражения, но также имеют порядок 2kBTa, где Ta –
температура сверхпроводящего или пайерлсов-
ского перехода соответственно. 

Наша гипотеза состоит в том, что в основе фе-
номена жизни лежит макроскопическое кванто-
вое состояние органических структур, входящих в
состав клетки. Полагаем, что это не сверхпрово-
димость, но что стабильность этого состояния то-
же обеспечивается наличием энергетической ще-
ли в электронном спектре. Предполагаем, что
ширина этой энергетической щели тоже имеет

порядок 2kBTV, где TV – некоторая температура,
типичная для живых организмов, например, 300
К. Это дает оценку ширины энергетической щели
порядка 5×10–2 эВ. Можно попытаться обнару-
жить эту энергетическую щель в эксперименталь-
ном исследовании.

Укажем экспериментальные методы иденти-
фикации энергетической щели. Для измерения
плотности состояний, включая идентификацию
сверхпроводящей энергетической щели и энерге-
тической щели волны зарядовой плотности, ши-
роко используется туннельная спектроскопия
[14]. Метод использовался и для биологических
объектов. В частности, одиночные молекулы
ДНК исследовали методом сканирующей тун-
нельной спектроскопии [15–17]. Однако в этих
работах представлен довольно большой разброс
результатов измерений. Для идентификации
энергетической щели также используется тради-
ционная оптическая спектроскопия в различных
диапазонах длин волн электромагнитного спек-
тра (см. работы [18, 19] и ссылки в них). Этот ме-
тод привлекателен для исследования живых объ-
ектов, поскольку является бесконтактным. Боль-
шинство исследований биологических объектов
было проведено в спектральном диапазоне в про-
межутке между 600 и 2000 см–1. При исследова-
нии бактерий и фагов были использованы следу-
ющие виды оптической спектроскопии: спектро-
скопия комбинационного рассеяния и
поверхностно-усиленная спектроскопия комби-
национного рассеяния [20–24], когерентная ан-
тистоксовая спектроскопия комбинационного
рассеяния [25], инфракрасная Фурье-спектро-
скопия [26], инфракрасная спектроскопия с вре-
менным разрешением [27, 28]. В работе [24] про-
ведены спектроскопические исследования еди-
ничной бактерии, которую фиксировали в поле
зрения конфокального микроскопа с помощью
так называемого «рамановского оптического
пинцета». По-видимому, этот метод следует счи-
тать предпочтительным для идентификации
энергетической щели в живых структурах.

Вопрос о том, где и как следует искать энерге-
тическую щель, является дискуссионным. Оче-
видно, для этого исследования следует выбрать
некоторые простые организмы. Ведь даже про-
стые биологические объекты, такие как прокари-
оты или вирусы, значительно сложнее, чем боль-
шинство объектов физических исследований. Их
спектры тоже достаточно сложны, что затрудняет
процесс идентификации энергетической щели. В
случае использования в этих исследованиях бак-
терий может помочь сравнение их спектров в
нормальном и инактивированном состоянии, что
означает использование этих состояний в каче-
стве маркеров живого (V, vita) и мертвого
(M, mort) (обозначения из работы [1]). Это будет
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аналогом сравнения спектров сверхпроводника
при температурах выше и ниже точки сверхпро-
водящего перехода (см. рис. 2 в работе [18] или
рис. 1 в работе [19]). Однако идентификация
энергетической щели в спектре бактерии будет
осложнена тем, что в живой клетке протекают из-
вестные процессы, связанные с ее жизнедеятель-
ностью. Эти процессы также вносят вклад в раз-
ницу спектров живых и мертвых клеток [23]. Воз-
можно, для поиска энергетической щели следует
использовать спектры отдельных органелл клет-
ки или отдельных биологических молекул, содер-
жащихся в клетке, например, молекул белков. 

Другим вариантом является использование
для поиска энергетической щели спектров виру-
сов. Относительно того, являются ли вирусы
формой жизни или органическими структурами,
которые взаимодействуют с живыми организма-
ми, мнения расходятся. В работе [1] вирусы на-
званы «организмами на краю жизни». Когда ви-
русы находятся вне клетки-хозяина, они не про-
являют жизненных характеристик в виде
метаболизма, репликации и т.д. Можно предло-
жить использование в качестве маркеров V и
M вирусов, находящихся внутри и вне клетки-хо-
зяина. Для этих исследований подойдет процесс
инфицирования бактерий фагами. В этом случае
следует сравнивать спектры ДНК фагов до попа-
дания в клетку бактерии и во время нахождения
ДНК фага внутри клетки. Здесь учитывается, что
при инфицировании внутрь бактерии попадает
только ДНК фага, а его белковая оболочка (кап-
сид) остается снаружи мембраны. Кроме того,
при попадании ДНК фага в клетку происходят
изменения процессов жизнедеятельности бакте-
рии, связанные с ее инфицированием. В ряде
процессов ДНК фага принимает непосредствен-
ное участие, что приведет к изменениям в ее
спектре и осложнит идентификацию энергетиче-
ской щели. Отдельной задачей является разделе-
ние спектров фагов, бактерий и раствора, в кото-
ром они находятся. Для этого существуют специ-
альные методы (см. работу [29]), которые
успешно применяются в том числе при спектро-
скопии фагов и бактерий. В частности, эти мето-
ды позволяют отличать спектр бактерии от спек-
тра фага, а также спектры разных видов фагов
друг от друга [20]. 

Таким образом, обсуждена гипотеза о феноме-
не жизни как макроскопического квантового со-
стояния органических структур, входящих в со-
став клетки, которое характеризуется наличием
энергетической щели в электронном спектре. Об-
суждена также возможность экспериментальной
идентификации этой щели.
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A Hypothesis about the Physical Phenomenon of Life 
(Contribution to the Discussion of the Paper by G.R. Ivanitskii 
“21st Century: what Is Life from the Perspective of Physics”)

 A.M. Smolovich

Kotel’nikov Institute of Radioengineering and Electronics, Russian Academy of Sciences,
ul. Mokhovaya 11/7, Moscow, 125009 Russia

It is hypothesized  that macroscopic quantum state, characterized by the presence of an energy gap  in the
electronic spectrum, of the organic structures that are the constituents of the cell, undergoes reactions leading
to the first life forms. The width (energy) of the band gap is estimated. The possibility of detecting this energy
gap in an experimental study is discussed.

Keywords: phenomenon of life, Cooper pairs, energy gap, optical spectroscopy
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Я благодарю А.М. Смоловича за проявленный
интерес к моей статье [1]. Что касается его попыт-
ки отделить «живое» от «неживого» с помощью
такого признака, как «наличие в электронном
спектре живых систем энергетической щели», то
такая попытка не приведет к успеху. Сначала от-
вечу на вопрос: «Что такое энергетическая щель
на каждом из уровней иерархической организа-
ции биосистем?» Затем отвечу на вопрос: «Явля-
ется ли наличие энергетической щели специфи-
ческим свойством живой материи и отсутствует
ли этот признак в неживой материи?»

1. ЧТО ТАКОЕ ЭНЕРГЕТИЧЕСКАЯ ЩЕЛЬ
В-первых, при температуре, близкой к комнат-

ной температуре 293 К, а тем более для тепло-
кровных животных, у которых внутренняя темпе-
ратура T ≥ 310 К, сверхпроводимость невозможна.
Сверхпроводимость предполагает, что в системе
не должно происходить рассеяние энергии, т.е.
она не должна преобразовать при работе часть
своей кинетической энергии в тепловую энергию.
Сверхпроводимость возможна, когда T → 0 К, т.е.
приближается к абсолютному нулю, тогда энер-
гия тепловых флуктуаций также стремится к ну-
лю, поскольку сопротивление флюктационного
переноса энергии в этом случае равно нулю.
А.М. Смолович в этом смысле прав, отмечая, что
сверхпроводящее состояние – это лишь одно из

характерных состояний, наряду с рядом других.
Он предлагает, уподобляя живую систему полу-
проводнику, искать разделяющий признак живо-
го от неживого на атомном уровне и для этого ис-
пользовать понятие «энергетической щели» в ка-
честве плотности электронных состояний вблизи
уровня Ферми, где нет разрешенных уровней
энергии. По сути это есть характеристика устой-
чивости системы, полученной в результате поля-
ризации, т.е. разделения энергии зарядов. Следу-
ет заметить, что энергия Ферми – одно из цен-
тральных понятий физики твердого тела, а
живые системы состоят из материалов с разной
плотностью с различающимися физико-химиче-
скими свойствами. Большей своей частью они
состоят из жидкостей (коллоидных растворов) на
водной основе и, следовательно, могут работать,
когда T ≥ 273 К, т.е. когда жидкость не кристалли-
зована, а подвижна. Напомним, что в живых ор-
ганизмах, обитающих на суше, содержание воды
уменьшается, но по-прежнему вода составляет
большую часть любого живого организма. На-
пример, во взрослом человеке весом 70 кг в норме
содержится до 75% воды, а сухая масса составляет
25%. Внутриклеточная жидкость нашего организ-
ма – 27.2 л (40%). Она включает тканевую жид-
кость и лимфу (20.4 л, или 30%), а также плазму
крови (3.4 л, или 5%). Второе место по весу зани-
мают кости и жир различного состава, но его со-
держание меньше. Человек содержит в норме по-
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рядка 10.2 кг жировых компонентов (включая
мембраны клеток), т.е. приблизительно 15% от
своего веса. Только 10% веса человека приходит-
ся на все другие соединения (белки и нуклеино-
вые кислоты), хотя последние и определяют спе-
цифику нашего существования. Связанная вода
занимает от 25% до 70% объема белковых струк-
тур [2]. Поэтому попытки интегрального рассмот-
рения живых систем, начиная с начала ХХ века,
в терминах твердых тел (например, в терминах
твердых электретов) особого успеха не принесли.
Электретами называют вещества, обладающие
внешним электрическим полем подобно тому,
как магнит обладает магнитным полем. Основой
электретов является неравновесная электриче-
ская поляризация, создающая долговременное
электростатическое поле. При воздействии на
электрет любым полем (включая нагрев), которое
нарушает ориентацию частиц-диполей, возника-
ет ток, и поляризация разрушается. Энергия
электрического поля переходит в тепловую энер-
гию kBT. В клетках тканей живых систем, покры-
тых фосфолипидной мембраной, которая облада-
ет сопротивлением 104–106 Ом см и образует тка-
невой покров всех электрически возбудимых
систем (синцитий сердца, нейронной сети мозга,
стенок желудка и т. д.), такое поле существует и
измерено. Однако оно существует и в неживых
системах — в диэлектриках и полупроводниках с
удельным сопротивлением не менее 107 Ом см.
При термодинамическом равновесии для нежи-
вого вещества характерное время деполяризации
10−5 с. В живых системах с жидким наполнением,
подобных электролитам, это время уменьшается

и может находиться даже в пикосекундном диа-
пазоне. Такие параметры, как диэлектрические
потери, электрическая релаксация, электропро-
водность и т.п., хорошо известны всем физикам.
Наличие изменения энергии Ферми в термодина-
мике эквивалентно росту химического потенциа-
ла системы. Другими словами, поляризация не
может служить признаком, отличающим живую
от неживой материи.

Во-вторых, как было отмечено выше, все био-
логические системы имеют иерархическое строе-
ние (рис. 1). Поэтому необходимо определиться,
на каком уровне мы пытаемся описать динамику
работы биосистем и их взаимодействия между со-
бой, поскольку от выбора уровня рассмотрения
будет зависеть язык описания. При температурах
выше абсолютного нуля по шкале Кельвина все
системы находятся в колебательном режиме. В
связи с этим их взаимодействия удобно рассмат-
ривать в терминах волн с детерминированной и
стохастической (шумовой) компонентами. Из-за
наличия вклада шума прогнозировать результат
взаимодействия нелинейных биосистем можно
лишь с определенной вероятностью [3–5]. 

В-третьих, если пытаться производить оценку
энергетической щели в живых системах в терми-
нах классической механики, то ее величина будет
колебаться в широких пределах в зависимости от
массы выделенных и взаимодействующих друг с
другом структур. В работе [6] нами были даны
способы и оценки колебаний для различных био-
систем.

В-четвертых, наиболее простым методом вол-
новых взаимодействий двух биосистем служит
теория автоволн. В работе [7] (на примере постро-

Рис. 1. Пирамида иерархических структурных уровней организации биосистем, включая социальные системы. 
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ИВАНИЦКИЙ

ения бактериями своих колоний) было показано
использование этой теории. Этот же подход к
описанию живых систем распространяется и на
другие биосистемы на клеточном уровне.

В-пятых, существуют по крайней мере четыре
причины, которые приводят к ускорению про-
цессов как в живых системах, так и в тех системах,
которые называют «неживыми»: 

ускорение процесса во времени путем увели-
чения шага τ (характерного внутреннего време-
ни) по шкале внешнего реального времени t, так
как при этом величина t/τ уменьшается;

—появление эстафетного ускорения за счет
толчков активной среды. Примерами могут слу-
жить: волновое распространение пламени по
бикфордову шнуру или пороховому скотчу, лес-
ной пожар, переход от декогерентной волны к ко-
герентной волне, появление солитонов при суже-
нии граничных условий при распространении
волны и т.д.;

—понижение сопротивления вязкой или газо-
образной сред при переходе от турбулентного
движения к ламинарному, а в твердотельных ме-
ханических системах – появление при опреде-
ленных условиях отрицательного сопротивления,
например маятник Фроуда, когда ускоряющий
момент будет в среднем больше тормозящего [8];

—нарушение устойчивости из-за конкуренции
при столкновении двух потоков, например, при
описании изменения погоды в результате
взаимодействия «циклон ↔ антициклон».

В-шестых, если использовать язык квантовой
механики для описания живых клеток, то можно
сделать оценки для биохимических процессов со-
хранения квантовой когерентности или поляри-
зации. При этом потребуется сравнительно боль-
шой временной интервал жизни когерентности
∼1 с [9]. Это достигается за счет структурной орга-
низации макромолекулярных компонентов, со-
ставляющих основу живых систем. В этом вре-
менном интервале молекула фермента, ускоряю-
щего реакцию, частично защищена от энергии
теплового взаимодействия со стороны молекул
остальной части клетки, находящихся в про-
странственных пределах от нее на расстоянии бо-
лее ван-дер-ваальсовых взаимодействий. Анало-
гично, гистон в упаковке ДНК может служить за-
щитой когерентного кодирования нуклеотидов
[10]. Конкретизация этих механизмов в приложе-
нии к глобулярным белкам (например, гемогло-
бину или миоглобину) или к фибриллярным бел-
кам (актину, миозину и др.) также может быть
описана на языке квантовой механики [11–13].
Выбор языка описания – это дело исследователя.
Природа едина, а выбор методов ее описания –
это предмет договоренности между исследовате-
лями. Критерий один: чем проще и понятнее, тем
лучше. Лишь бы результат подтверждался экспе-

риментально и имел бы практические прило-
жения.

В-седьмых, общий закон для описания как жи-
вой, так и неживой природы один и тот же: рост
когерентности в одной локальной области приво-
дит к увеличению декогерентности (хаоса) в дру-
гой области или в окружающей среде. Это закон
аффинного преобразования отношений цен дей-
ствия к размерам системы, который определяет
устойчивость системы при конкуренции с други-
ми системами. На квантовом уровне он известен
как принцип Гейзенберга:

Eτ ≥ h, (1)
где E – энергия, затраченная на один временной
шаг τ, а h – постоянная Планка (минимальная це-
на действия).

На макроуровне его можно записать как 
ΔEΔτ ≥ ΔH или px ≥ ΔH, (2)

где ΔE – требуемое приращение кванта энергии
при увеличении на один квант временного шага
Δτ по шкале времени (сокращение времени реак-
ции), а ΔH – приращение цены действия или тре-
буемое приращение кванта импульса движения
Δp = mv при увеличении на один квант простран-
ственного шага Δx по шкале пространства. Из вы-
ражения (2) имеем

(ΔEΔτ/ΔpΔx) ≥ 1. (3)
Как распорядится любой живой организм эти-

ми параметрами при конкуренции с другими ор-
ганизмами и внешней средой, чтобы обеспечить
устойчивость своего существования, показывает
результат конкуренции. При конкуренции двух
или более развивающихся систем выигрывают те,
которые выживают, т.е. достигают результата су-
ществования при наименьшей цене действия. 

Ниже приведем несколько примеров, по-
скольку примеры всегда понятнее, чем обоб-
щения. 

Первый пример. На всех иерархических уров-
нях живого организма вышестоящий уровень мо-
дулирует высокочастотные стохастические про-
цессы нижнего уровня. Например, на простран-
ственных масштабах в десятки ангстрем мы
видим, что макромолекула глобулярного белка
(рис. 2а) в среднем содержит порядка 2000–
5000 атомов, которые в этом масштабе могут рас-
сматриваться как неизохронные микромаятники,
колеблющиеся случайно. 

Они отклоняются вокруг ковалентных связей
в полипептидном остове молекулы на углы по-
рядка 20–60°. Эти движения стохастичны и не со-
гласованы между собой, но под влиянием перио-
дических энергетических потоков, создаваемых
переходами АТФ → АДФ в митохондриях или
флуктуациями изменения кислотности среды, их
колебания могут синхронизироваться. Флуктуа-
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ции атомов, расположенных внутри глобулярных
белков, не превышают 0.5 Å, но на поверхности
могут достигать 2 Å и более с характерными вре-
менами 10–9–10–3 с. Если флуктуации синхрони-
зуются, то, например, в молекуле миоглобина
энергетические барьеры для проникновения мо-
лекулы кислорода снижаются почти в 20 раз.
Это позволяет миоглобину в динамическом ре-
жиме выполнять свою функцию связывания мо-
лекул кислорода с затратой энергии всего
8.5 ккал моль–1. Подобные управляемые с более
высокого иерархического уровня переходы, в ос-
нове которых лежит модуляция случайного дви-
жения на нижнем уровне, характерны для работы
практически всех биосистем [14].

Другой пример. Все органы живых организмов
работают в циклическом периодическом режиме.
Сердце, желудок, кишечник и другие органы
имеют как собственный, так и навязанный извне
ритм работы. Другими словами, верхний уровень
(мозг), взаимодействуя с внешней средой, моду-
лирует собственную частоту нижнего уровня (ор-
ганов тела) так, чтобы обеспечить устойчивость
организма в целом. Например, средняя частота
сокращений сердца человека приблизительно
60–70 ударов/мин, у собаки – 90–100 уда-
ров/мин, у крысы – 350 ударов/мин, желудок че-
ловека сокращается с частотой 3 цикла/мин, со-
баки – 4–5 циклов/мин, у кошки – 6–7 цик-
лов/мин и т.д. Известно, что типичная
электрокардиограмма здорового человека не яв-
ляется полностью регулярным процессом и имеет
существенную хаотическую компоненту. Иссле-

дование хаотической динамики сердечного рит-
ма, путем определения меры регулярности этого
процесса, позволяет даже прогнозировать заболе-
вания человека на раннем этапе их развития
(рис. 2б). 

При спектральном анализе циклов сердца на
фоне случайных колебаний проявляется ряд спе-
цифических гармоник, отражающих состояние
подкорковых нервных центров дыхания (1.2–
1.5 колебаний в минуту) и активность автономно-
го контура регуляции сердечного ритма мозгом
(2 колебания в минуту). За 13 ч до остановки серд-
ца в динамике цикла начинают исчезать хаотиче-
ские компоненты. Сердечный цикл замедляется,
а векторная кардиограмма становится почти
окружностью. Это хорошо заметно при наложе-
нии в полярных координатах циклов друг на дру-
га. Внезапная сердечная смерть представляет со-
бой результат выхода системы из режима перехо-
дов «детерминированность ↔ хаотичность».
Управление сердца мозгом исчезает, после чего
изменения быстро идут к исчезновению ритма,
т.е. к остановке сердца и к гибели живого орга-
низма [14]. 

Если акцентировать внимание на социальных
процессах, то рассмотренные выше положения
оказываются полезными для описания работы в
системах «хищник ↔ жертва», в демографии это
«рождаемость ↔ смертность», или в экономике,
например, при оптимизации управления биржей
или рынком на основе периодической смены за-
конов управления по результатам мониторинга
возникающих ситуаций [15–19].

Рис. 2. Биосистемы с переходным процессом «порядок ↔ хаос». (а) – Молекула глобулярного белка миоглобина имеет
подвижную пространственную упаковку атомов. Ее размер порядка 50 Å. Внутри «облака» атомов находится группа
атомов, формирующих гем (светлый диск), который присоединяет кислород. Различная форма «облака», возникаю-
щая при движении атомов, окружающих гем, либо мешает (при асинхронных колебаниях), либо, наоборот, способ-
ствует (при синхронных колебаниях) присоединению или отдачи атома кислорода. (б) – Вектор-кардиограмма,
снятая в полярных координатах (спациокардиограмма начала инфарктного состояния). Впервые была построена
чешским ученым В. Лауфбергером еще в 60-х годах ХХ века. 
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Механизмы переходов «детерминируемость ↔
стохастичность» используются на всех структур-
ных уровнях управления биосистемами. В синер-
гетике в приложении к живым системам известно
правило: биосистемы работают на границе поряд-
ка и хаоса. Энергетическая щель, о которой гово-
рит А.М. Смолович в своей статье, – это порог
энергетического перехода между порядком и хао-
сом. Изменение порога возбуждения приводит к
изменению симметрии системы. Корректировка
отклонения «симметрия ↔ асимметрия» есть
способ управления биосистемами. А существен-
ное отклонение от положения равновесия может
привести к разрушению биосистемы [15].

2. МОЖНО ЛИ НАЛИЧИЕ 
ЭНЕРГЕТИЧЕСКОЙ ЩЕЛИ ПРИНЯТЬ 

ЗА АБСОЛЮТНЫЙ ПРИЗНАК ОТЛИЧИЯ 
ЖИВОГО ОТ НЕЖИВОГО

В моей статье «XXI век: что такое жизнь с по-
зиции физики» [1], которая послужила поводом
для заметки А.М. Смоловича, имелась таблица.
Приведу ее здесь.

По-сути, в своей статье А.М. Смолович пред-
лагает дополнить колонку «Признаки живой ма-
терии» этой таблицы дополнительным один-
надцатым признаком: «Наличие в электронном
спектре живых систем энергетической щели». Од-
нако из изложенного выше (в пятом пункте раз-
дела 1) следует, что колонка «Признаки неживой
материи» также будет заполнена (маятник Фро-
уда, лесной пожар и т.д.).

ВЫВОДЫ
1. Попытка найти какой-либо один абсолют-

ный, характерный признак живого – занятие ма-
лоперспективное. В живых системах не обнару-
живается никаких свойств, которыми не облада-
ли бы неживые объекты. 

2. Задача определения жизни и механизма ее
возникновения с точки зрения физики является
некорректной обратной задачей, поэтому она не-
разрешима. Наука требует фактов и основана на
операционном методе. Наше желание дать точ-
ное определение жизни и живого – это не более
чем «игра ума» с сильным антропоцентрическим
акцентом. Отсюда и возникает множество
определений жизни и живого и их отличий от не-
живого. 

3. Естественно, что каждый автор считает, что
данное им определение является верным и исчер-
пывающим. Так было и так будет, пока человече-
ство не столкнется с другими вариантами «разви-
той жизни» на другой физической основе, если
эти варианты действительно существуют не толь-
ко в умах фантастов, а в реальности. 

P.S. Работа [1], на которую обратил внимание
А.М. Смолович, была написана более десяти лет
назад. На некоторые вопросы, поставленные в
ней, ответить удалось [15–22]. Но по-прежнему
нет ответа на вопрос: «Чем отличается живое от
неживого?» Причина простая. Все живое и нежи-
вое, окружающее нас, встроено в нашу Вселен-
ную. Физические законы нашей Вселенной осно-
ваны на ее фундаментальных физических посто-
янных (гравитационная постоянная, постоянная
Планка, скорость света в вакууме, масса покоя
электрона, постоянная Больцмана, постоянная
Авогадро и т.д.). Их более тридцати. Поскольку
все живое возникло, эволюционировало и суще-
ствует в одной и той же Вселенной с неживой
природой, то оно не может не подчиняться одним
и тем же ее законам. Живое собрано из тех же эле-
ментов периодической таблицы Д.И. Менделее-
ва, что и неживое. Отличие живого от неживого
состоит только в том, что живое сформировалось
из ограниченного разнообразия элементов таблицы
Менделеева, но обменяло это ограничение на расши-
рение кинетического использования разнообразия
физических законов природы. Это позволило живо-
му существенно повысить пространственно-вре-
менную скорость адаптации к изменениям внеш-
ней среды, повысить скорости комбинаторных
обменных операций, при сравнительно высоких
температурах, между разнообразием химических
элементов и, тем самым, продлить время своего
существования [20]. Следовательно, в живом не
может существовать какого-либо одного призна-
ка, который не проявил бы себя в какой- либо из
неживых систем. Неживое плавно переходит в
живое. Проведение линии раздела живого от не-
живого – это семантическая проблема таксоно-
мии, основанная на отборе признаков классифи-
кации путем договоренности между исследовате-
лями [23]. Более 40 лет тому назад мы написали
книгу «Математическая биофизика клетки» [24],
в которой изложили подход к описанию жизнеде-
ятельности клетки на трех разных математиче-
ских языках: биохимическом, волновом и на язы-
ке заполнения внутреннего объема живых систем
на основе законов классической механики. При
этом наглядно продемонстрировали, что каждый
из этих языков высвечивает лишь определенную
сторону жизнедеятельности клетки, но смогли их
объединить в единое целое лишь частично. Воз-
можно, дальнейшее развитие теории струн [25]
позволит осуществить полное великое объедине-
ние. Однако об этом можно не только мечтать, но
работать в этом направлении. Казалось бы, раз-
витие такого обобщенного, системного подхода –
это чисто философская метафизическая задача,
далекая от практического приложения, и не стоит
на это тратить время исследователей. Однако это
не так. На рис.3 показаны наборы частных био-
физических задач, на которые в случае успеха
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Признаки живой и неживой материи 

№ Признаки живой материи Признаки неживой материи

1 Живые организмы 
характеризуются упорядоченной 
иерархической структурой 

Все объекты неживой природа отвечают этому же условию и устроены 
по иерархическому принципу: элементарные частицы → атомы → 
→ молекулы → макромолекулы и т.д.

2 Живые организмы являются 
открытыми системами и получают 
энергию из окружающей среды, 
используя ее для поддержания 
своей высокой упорядоченности

Смерчи, тайфуны, ветер, молнии черпают энергию Солнца; вулканы, 
землетрясения, подвижка материков черпают энергию из недр Земли. 
Таким образом, открытость живых систем не является 
специфическим признаком живого

3 Способность реагировать на 
внешнее воздействие (рецепция) – 
универсальное свойство всех 
живых систем

Намагничивание, электризация, свечение, поляризация, 
деформация, инерция, перемещение, разрушение и т.д. – это также 
ответы неживых объектов на внешние воздействия 

4 Способность запоминать 
информацию о предыдущих 
состояниях и адаптироваться к 
изменению внешних условий

Ответная реакция объектов неживой природы обычно также 
направлена на «нейтрализацию» внешнего воздействия. Ответная 
реакция неживого объекта – это стремление сохранить свое исходное 
состояние (принцип Ле-Шателье, принцип Ленца, инерция 
Ньютона). Существуют проявления в неживых объектах и элементов 
памяти, например, магнитный гистерезис 

5 Живые организмы изменяются и 
усложняются

Объекты в астрофизике (образование газо-пылевых облаков → 
→ туманностей → галактик), в геофизике (образование горячего ядра 
планет → сравнительно холодной мантии поверхности планет → 
→ тектонических плит → материков и океанов), в химии 
(преобразование субстратов в продукты) также демонстрируют 
эволюционное изменение и усложнение

6 Все живое размножается Коацерватные капли органических веществ могут расти и делиться. 
Из растворов солей растут кристаллы. Кусочек, отломившийся от 
растущего кристалла, становиться зародышем для роста подобного 
кристалла. Черные курильщики и белые столбы на дне океана также 
размножаются

7 Живое способно к саморегуляции и 
регенерации повреждений

Устойчивые вихри, торнадо, ячейки Релея–Бенара – 
саморегулирующиеся системы. Ледяная сосулька после разрушения 
восстанавливается снова. Кристаллы способны к регенерации 
дефектов (дислокаций). Следовательно, сам факт саморегуляции и 
регенерации не может служить отличием живого от неживого

8 Живые объекты осуществляют 
обмен веществ с окружающей 
средой с целью размножения и 
экспансии

Все реакции окисления обладают этим свойством, например горение. 
Преобразование энергии – это свойство всей природы, а не 
специфическое свойство живых систем 

9 Живые объекты обладают 
направленной подвижностью

Этим свойством обладают ферромагнитные частицы в магнитном 
поле, ионы в электрическом поле, броуновские частицы в тепловом 
поле, частицы, имеющие массу, в гравитационном поле и т.д.

10 Живым объектам свойствена 
неравновесность состояния

Дожди, снегопады, лавины, водопады и т.п. – это все также 
неравновесные состояния 
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объединения можно было бы взглянуть с новой
неожиданной стороны. Все они имеют практиче-
ский выход в разнообразные современные био-
физические технологии.
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Рассматривается вопрос о том, можно ли, не выходя за рамки естественнонаучного подхода, объяс-
нить все происходящее в нашей реальности, или же подобное объяснение может потребовать еще и
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мере таких явлений, как макроэволюция (образование новых видов) и мышление, показано, что,
оставаясь в рамках классического (традиционного) естественнонаучного подхода, объяснить их не
удается. Однако если допустить, что в нашей реальности могут существовать и проявляться некие
квантовые и релятивистские процессы, изучаемые пока что только теоретически, то в принципе
оказывается возможным даже без привлечения «высших сил» объяснить и макроэволюцию, и мыш-
ление. 
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Если обратиться к истории вопроса о взаимо-
отношении теологии и естественных наук, то
можно отметить, что какие-либо принципиаль-
ные противоречия между ними, такие, согласно
которым что-либо одно (или теология, или есте-
ственные науки) вообще должно быть исключено
из рассмотрения, первоначально даже не обсуж-
дались. Люди, которых справедливо можно
назвать «отцами-основателями» естественных
наук – Исаак Ньютон и Готфрид Лейбниц – по-
лагали, что и то, и другое является необходимым
инструментом познания реальности. Ньютон,
как известно, был не только великим физиком,
создателем того, что теперь называется классиче-
ская физика, но и крупнейшим богословом свое-
го времени. Лейбниц ввел в науку понятие мона-
ды [1] – некоей абстрактной сущности, которой
крайне сложно дать сколько-нибудь адекватное
определение и чьи свойства принципиально от-
личаются от свойств известных нам материаль-
ных объектов. Но (в соответствии с логическим
построением Лейбница) без этой сущности ре-
альность вообще не могла бы существовать. 

Однако можно сказать, что в дальнейшем пути
теологии и естественных наук принципиально
разошлись. При этом в данной статье мы будем
обсуждать только те аспекты подобного расхож-
дения, которые не выходят за рамки логики и фи-
лософии и совершенно не будем касаться того,

что можно было бы назвать «борьба с ересью», т.
е. такими спорами, при которых поиск истины
фактически подменяется борьбой со своими на-
учными оппонентами.

Оставаясь в рамках логики и философии, рас-
хождение теологии и естественных наук можно,
например, проиллюстрировать следующим эпи-
зодом. Великий математик и физик Пьер-Симон
Лаплас подарил императору Франции Наполеону
экземпляр своей книги. Наполеон, пролистав
книгу, спросил у Лапласа, почему он ни разу ни-
где ничего не упомянул о создателе мира? И полу-
чил такой ответ: «Государь, эта гипотеза мне не
понадобилась». 

Согласно постулатам, принятым (гласно или
негласно) в настоящее время в естественных нау-
ках, все, происходящее в реальности, может быть
объяснено, не выходя за рамки естественных на-
ук, т.е. без привлечения каких-либо «высших
сил». Более того, уже сам факт, что какое-либо
объяснение чего бы то ни было требует привлече-
ния этих самых сил, служит доказательством то-
го, что предлагаемое объяснение ошибочно.

И, как считают очень многие, полагающие се-
бя материалистами (хотя, возможно, более пра-
вильно было бы назвать их верящими в материа-
лизм), все современное развитие науки только
подтверждает правильность этих постулатов. И
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даже то, что мы в настоящее время еще многого
не знаем, ни в коей мере не может поколебать это
убеждение. Ответ сомневающимся будет звучать
примерно так. Да, мы пока что не знаем, как это
объяснить. Но когда объяснение будет получено
(а оно рано или поздно должно быть найдено), то
оно наверняка будет лежать в рамках естествен-
нонаучного подхода и ни на какие «высшие си-
лы» опираться не будет. 

Но если принять подобный ответ в качестве
аксиомы, причем настолько очевидной, что ни-
каких сомнений в ее правильности не только нет,
но даже и возникнуть не может, то, казалось бы,
из него сразу же следует тот вывод, что теология к
естественным наукам заведомо никакого отно-
шения не имеет. Действительно, если мы уже по-
лучили объяснение явления в рамках естествен-
нонаучного подхода, то теология нам точно не
нужна. Если же мы еще не нашли такого объясне-
ния, то нам просто следует подождать, и рано или
поздно такое объяснение, не опирающееся на
теологию, будет получено. Таким образом, и в
этом случае мы вполне можем обойтись без тео-
логии. 

И в самом деле, приведенное рассуждение вы-
глядит на первый взгляд совершенно неопровер-
жимым. Тем не менее в нем содержится логиче-
ская ошибка. Она состоит в том, что без какого-
либо основания из рассмотрения уже сразу ис-
ключается возможность того, что, оставаясь в
рамках естественнонаучного подхода, мы нико-
гда, сколько бы ни ждали и ни делали попыток
разобраться, просто не сможем найти никакого
приемлемого объяснения интересующего нас яв-
ления. Если же подобные «необъяснимые» явле-
ния все-таки существуют (а то, что они и в самом
деле существуют, в ряде случаев можно доказать
на уровне строгости, близком к уровню строгости
математических теорем), то из этого можно сде-
лать следующий вывод. Одного только естествен-
нонаучного подхода (по крайней мере, в том
смысле, как этот подход понимается на сего-
дняшний день) оказывается заведомо недоста-
точно, чтобы объяснить происходящее в суще-
ствующей реальности.

Таким образом, для того чтобы разобраться с
вопросом о том, имеются ли между естественны-
ми науками и теологией непреодолимые проти-
воречия, нам желательно, в первую очередь, вы-
делить подобные «необъяснимые» явления. Да-
лее на их примере надо постараться понять,
действительно ли имеющиеся в них противоре-
чия непреодолимы или же их все же можно (и
нужно) преодолеть, а также каким образом это в
принципе можно было бы сделать. 

Известно, что существует очень широкий
класс явлений, примеры которых можно легко
найти в любых книгах по естественным наукам (в
том числе, разумеется, и в учебниках), не требую-

щих для своего понимания ничего такого, что бы
выходило за рамки обычного естественнонаучно-
го подхода. Обычно те «необъяснимые» явления,
о которых шла речь выше, обращают на себя наше
внимание только тогда, когда мы переходим к ка-
кой-либо новой области знаний или применяем
методы, разработанные для одной области науки,
к другой области.

Именно такая ситуация и возникает тогда, ко-
гда мы начинаем применять методы физики и ма-
тематики к биологическим явлениям. 

В биологии, как известно, имеется огромное
количество еще необъясненных (и даже еще вооб-
ще не открытых) явлений, но подавляющая часть
из них требует для своего понимания ответов на
вполне конкретные вопросы, которые вполне мо-
гут быть даны и в рамках естественнонаучного под-
хода. Пока можно выделить только три проблемы,
для понимания которых нам, возможно, будет не-
достаточно естественнонаучного подхода (по
крайней мере, того естественнонаучного подхода,
который принят на сегодняшнем уровне развития
науки). Перечислим эти проблемы:

1) Проблема возникновения жизни.
2) Проблема эволюции (проблема происхожде-

ния новых видов).
3) Проблема мышления.
Проблему возникновения (зарождения) жиз-

ни мы в этой работе обсуждать не будем. Здесь в
принципе возможны самые разные ситуации, на-
пример, та, что жизнь была занесена на землю из
космоса. Хотя достоверно здесь мало что извест-
но, но, даже если исключить всевозможные экзо-
тические сценарии, все равно очень вероятно, что
биологические системы возникли за относитель-
но короткий срок, причем при столь необычных
условиях, что вероятность повторения всего это-
го ничтожно мала. Но если событие произошло
всего только один раз, то, как бы ни была мала ве-
роятность осуществления этого, исключить воз-
можность того, что оно все-таки могло реализо-
ваться, причем даже чисто случайно, все же нель-
зя. Соответственно, никаких выводов из того, что
оно реализовалось, строго говоря, сделано быть
не может. Поэтому, чтобы не оказаться в той не-
определенной ситуации, в которой мы в принци-
пе не можем сделать никаких сколько-нибудь на-
дежных утверждений, мы вообще не будем ка-
саться проблемы возникновения жизни, а сразу
перейдем к проблемам эволюции.

ТЕОЛОГИЯ И ЕСТЕСТВОЗНАНИЕ. 
КАК ОНИ СООТНОСЯТСЯ 

С ПРОБЛЕМАМИ ЭВОЛЮЦИИ
Механизм, который отвечает за макроэволю-

цию, т. е. за появление новых биологических ви-
дов в процессе развития биосферы, и не требую-
щий при этом какого-либо вмешательства
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НАМИОТ

«высших сил» или еще чего-то, столь же малопо-
нятного для естествоиспытателей, был предло-
жен и изучен Чарльзом Дарвином. Очень коротко
и схематично основная идея предложенного им
механизма состоит в следующем. В каждом жи-
вом существе в течение жизни могут происходить
какие-то изменения (мутации), часть из которых
будет унаследована его потомками. Если какие-
то изменения ухудшают выживаемость унаследо-
вавших их существ, то такие существа будут вы-
мирать быстрее, чем те существа, которые унасле-
довали изменения, улучшающие выживаемость.
Соответственно, они будут оставлять меньше
потомства и в конце концов исчезнут из популя-
ции. В результате через какое-то время выживае-
мость всей (не вымершей) популяции улучшится,
и так будет происходить и в дальнейшем. Популя-
ция, меняясь, будет все лучше и лучше приспо-
сабливаться к внешней среде, и в результате тако-
го изменения и будут появляться новые виды. Та-
ким образом, основным механизмом появления
новых видов, лучше приспособленных к различ-
ным факторам внешней среды, является (в соот-
ветствии с теорией Дарвина) естественный отбор.

Разумеется, Дарвин не мог знать, как «устро-
ен» механизм наследования тех или иных призна-
ков. Понимание того, как этот механизм «устро-
ен» и работает, появилось уже много позже, чем
идея дарвиновского «отбора». 

Изложим также очень упрощенно и схематич-
но, опуская многие, в том числе и достаточно
важные детали, основные принципы того, как
устроен и работает этот механизм. В живой клет-
ке имеется геном, который представляет собой
очень длинную и свернутую в относительно ком-
пактную конструкцию молекулу ДНК (причем
нам в данном случае совершенно неважно, что
это в действительности не одна, а две молекулы,
образующие двойную спираль). На эту молекулу,
подобно бусам на нитку, «навешены» специаль-
ные участки, называемые нуклеотидами (причем
число различных типов таких нуклеотидов равно
четырем и они обозначаются буквами А, Т, Г, Ц).
Последовательность нуклеотидов на ДНК может
рассматриваться как своего рода запись, как код,
и именно в этой записи и содержится вся инфор-
мация о наследственности клетки, организма, и
тому подобного. (Также, среди прочего, подоб-
ной записью «задается» и состав тех белков, кото-
рые синтезируются в организме; при этом каждая
аминокислота, входящая в такой белок, кодиру-
ется тремя нуклеотидами.) Соответственно, если
в результате каких-то процессов происходит из-
менение такой записи в родительском организме,
то в этом случае происходит и изменение тех или
иных наследуемых признаков у его потомков
(при этом мы, чтобы не усложнять ситуацию, ни-
чего не говорим о том, в каких именно клетках,
половых или соматических, происходят подоб-
ные изменения). И информация об этих измене-

ниях будет передаваться все дальше и дальше от
родителей к детям. 

Предположим, что переходу от одного биоло-
гического вида к другому, который и возникнет в
дальнейшем, соответствует изменение генома,
состоящее в том, что меняются q нуклеотидов.
При этом каждый из них стоит на своем опреде-
ленном месте в последовательности нуклеотидов.
Оценим pm – вероятность подобного изменения
генома, при условии, что его можно рассматри-
вать как единый акт. Мы можем записать:

pm ~ n(z(4L)–1)q, (1)

где z – вероятность того, что в каком-то опреде-
ленном месте последовательности произойдет
изменение типа нуклеотида, L – число нуклеоти-
дов в последовательности, а n – число особей, в
которых могло бы возникнуть такое изменение
последовательности. Для n можно записать оче-
видное неравенство n << N, где N – число всех
живых существ, когда-либо существовавших на
земле. Величину же N можно оценить исходя из
следующих соображений. Поток солнечной энер-
гии, попадающий на землю, по очень грубым
оценкам может поддерживать существование не
более чем 1016–1017 тонн биомассы. Минималь-
ный вес живой клетки (примитивного живого ин-
дивидуума) составляет примерно 10–9 г. Соответ-
ственно, в каждый момент времени на земле име-
ется не более чем 1032 живых существ. Пусть
каждое из них живет не более чем 103 с. Тогда да-
же за все время существования вселенной со вре-
мени «большого взрыва» (это примерно 15 млрд
лет) N не будет превосходить величину 1046 (ре-
ально же N гораздо меньше этой величины).

При типичных значениях L ~ (108–109), q ~ 102

(что соответствует числу изменений типа нуклео-
тидов при образовании всего лишь одного нового
сравнительно небольшого белка) и n ~ N (что
лишь увеличивает оценку для pm) pm оказывается
столь малым, что даже во всей имеющейся все-
ленной за все время ее существования (начиная
со времени ее рождения), подобное событие
практически никогда не осуществится (cм. также
работу [3]).

Из этой оценки непосредственно следует, что
никакая макроэволюция практически невозмож-
на (по крайней мере, если рассматривать появле-
ние каждого нового вида в процессе макроэволю-
ции как единый акт). Но ведь известно, что в ре-
альности-то макроэволюция существует.
Удивительным является также и то, что (как заме-
чает в своей книге Е.В. Кунин [2]) крупные и
сложно организованные виды имеют маленькую
эффективную численность популяции, но это,
тем не менее, не мешает им эволюционировать,
причем относительно быстро.
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Следовательно, приведенное выше рассужде-
ние является неполным – оно не учитывает нечто
столь важное, что оно в корне меняет тот вывод,
который из него следует.

Оставаясь в рамках естественнонаучного под-
хода, можно предположить, что мы попросту не
учли, что процесс появления любого нового вида
в принципе нельзя рассматривать как единый акт
изменения последовательности нуклеотидов.
Этот процесс (в соответствии с тем, как многие
понимают учение Дарвина) следует представлять
не как единый акт, а как серию последовательных
актов изменения генома, каждый из которых вно-
сит свой относительно небольшой вклад в пере-
ход от начального вида к конечному виду. Иными
словами, переход от одного вида к другому фак-
тически представляет собой серию улучшений
первоначального вида, таких улучшений, кото-
рые, в частности, делают его более приспособ-
ленным к внешней среде.

Но вот в этом месте и возникают сомнения.
Действительно, мы можем в принципе, заменив
единый акт серией относительно небольших по-
следовательных актов изменения генома, очень
значительно увеличить оценку вероятности pm.
Но чтобы такое увеличение имело место, требует-
ся выполнение двух условий. Первое: нужно, что-
бы q′ – среднее число измененных нуклеотидов,
приходящееся на один акт из серии небольших
изменений генома, – было бы существенно мень-
ше q. И второе: чтобы все (или почти все) особи в
рассматриваемой популяции включили бы (воз-
можно не сразу, а через какое-то время) произо-
шедшее в таком акте изменение в свой геном.
Фактически выполнение второго условия означа-
ет, что каждое такое небольшое изменение ге-
нома должно приносить виду существенную
пользу – в противном случае число особей, кото-
рые включат его в свой геном, будет незначитель-
ным (см. также [3]).

Но когда в процессе макроэволюции происхо-
дит «плавный» переход от одного вида к другому,
то вид неизбежно оказывается на какое-то время
в ситуации, когда «старые» признаки уже не рабо-
тают (или работают хуже, чем раньше), а «новые»
еще не начали работать. В этот период особи ста-
новится трудно конкурировать с тем, что было в
популяции ранее. Никакого особого выигрыша
от изменений, происходящих в геноме, особь в
этом случае не получит. Соответственно, и ника-
кого роста числа особей, получивших такие изме-
нения в геном, не произойдет. А это, в свою оче-
редь, должно приводить к тому, что увеличение
pm (по крайней мере, существенное увеличение)
также не случится. Кроме того, на каждом шаге
макроэволюции возможно не только эволюцион-
ное преобразование, но и вымирание с исчезно-
вением соответствующей эволюционной линии,

а через несколько таких шагов оно уже гаранти-
ровано для большинства линий.

Имеется и еще один момент, который показы-
вает, что рассматривать в общем случае серию от-
носительно небольших изменений генома в каче-
стве объяснения процесса макроэволюции не по-
лучится. Дело в том, что если бы новые виды
образовывались в процессе, использующем по-
добные изменения, то неизбежно фиксировалось
бы большое число останков всевозможных про-
межуточных форм. Между тем останков проме-
жуточных форм наблюдается сравнительно не-
много (см. работу [4], на подобное обстоятель-
ство, в свою очередь, указывают также и
креационисты). Это тоже является очень серьез-
ным аргументом против обсуждаемой здесь гипо-
тезы.

Таким образом, суммируя сказанное, макроэ-
волюцию нельзя объяснить только случайными
изменениями генома, которые в дальнейшем,
благодаря естественному отбору, будут закрепле-
ны в потомстве. Конечно, здесь может возник-
нуть вопрос, почему в случае микроэволюции по-
добный механизм работает, а в случае макроэво-
люции нет? Скорее всего, различие здесь
количественное (хотя в данном случае можно
сказать, что количество переходит в качество).
Когда имеет место макроэволюция, величина q
оказывается существенно больше, чем в случае
микроэволюции. Число же возможных вариантов
изменений генома, которое можно оценить как
(4L)q, в свою очередь возрастает с ростом q еще во
много раз. Соответственно, вероятность появле-
ния и отбора «правильного» варианта (которая
уменьшается с ростом числа возможных вариан-
тов) оказывается столь малой, что такое событие
почти никогда не реализуется. 

Перейдем теперь к обсуждению каких-то иных
возможностей, которые могли бы позволить осу-
ществить переход от одного вида к другому. Если
считать изменения в геноме, происходящие при
таком переходе, случайными, то, как следует из
вышеприведенных оценок, вероятность pm ока-
зывается слишком малой для осуществления та-
кого перехода. Поэтому имеет смысл рассмотреть
ситуацию, при которой изменения, происходя-
щие в геноме, случайными не являются. Иными
словами (поскольку мы здесь не выходим за рам-
ки естественнонаучного подхода), эти изменения
задаются каким-то детерминированным процес-
сом. Предположим, что существует алгоритм,
позволяющий описать такой процесс (в принци-
пе, возможна ситуация, когда такого алгоритма
могло бы и не существовать, но мы это обсуждать
не будем).

Спрашивается, могут ли такие, не случайные,
а задаваемые алгоритмом изменения генома,
принципиально улучшить ситуацию и сделать
макроэволюцию возможной? Понятно, что,



1034

БИОФИЗИКА  том 66  № 5  2021

НАМИОТ

управляя изменениями генома, оказывается воз-
можным несколько изменить вероятность pm. В
принципе, например, было бы не очень сложно
предложить такие алгоритмы, которые могли бы
улучшить ситуацию за счет того, что отбрасывали
(убирали) некоторые возможные изменения ге-
нома, заведомо приводящие особь к гибели. Со-
ответственно, это привело бы к какому-то увели-
чению вероятности появления мутаций, полез-
ных для вида. Но принципиально суть дела это бы
не изменило и, как следствие, не решило бы про-
блему макроэволюции. Несколько упрощая ситу-
ацию и опуская ряд деталей, общий ход рассужде-
ний, имеющих целью пояснить сказанное, состо-
ит в следующем. Изменения генома, которые
имеют место при переходе одного вида в другой,
заведомо не могут быть малыми. Количество из-
мененных нуклеотидов должно быть достаточно
велико. И по мере усложнения видов оно еще бу-
дет возрастать (хотя не исключено, что и «про-
стые» на наш взгляд организмы также могут
иметь очень сложный геном). Соответственно, и
алгоритм, способный работать с такими непро-
стыми изменениями, также не может быть не-
сложным. (В принципе, эта гипотеза может вы-
зывать определенные сомнения и споры, но, на-
верное, если такие «простые» алгоритмы
существовали бы, они были бы уже обнаружены.)
Но тогда возникает вопрос, как такой «сложный»
алгоритм мог бы появиться?

Понятно, что вероятность того, что подобный
«сложный» алгоритм мог бы появиться за счет
случайных мутаций, да при этом еще и не содер-
жал ошибок, столь ничтожна, что за все время су-
ществования вселенной, начиная с «большого
взрыва», такого события произойти просто не
могло. (Здесь можно привести те же соображе-
ния, что и при рассмотрении возможности слу-
чайного образования нового вида в результате
единого акта изменения генома). Когда же в об-
разовавшемся алгоритме (если даже допустить,
что он все же смог как-то образоваться) имеются
ошибки, то очень вероятно, что такой алгоритм
повредит геном и, в этом случае, не только не бу-
дет способствовать переходу популяции в новый
вид, но, скорее всего, даже не сохранит и старый.

Таким образом (как следует из изложенного
выше) в проблеме макроэволюции имеются
принципиальные трудности, которые не позво-
ляют, пока что, найти приемлемое естественно-
научное объяснение того, как могут появляться
новые виды. 

К ВОПРОСУ О ПРИРОДЕ МЫШЛЕНИЯ

Перейдем теперь к рассмотрению проблемы
мышления. Как будет видно из дальнейшего,
проблема макроэволюции и проблема мышления
тесно связаны друг с другом, и понимание приро-

ды одной из этих проблем может помочь в пони-
мании природы другой. 

Давайте начнем обсуждение природы мышле-
ния с выяснения вопроса о том, что общего име-
ется у этой проблемы с проблемой образования
новых видов в макроэволюции. И в том, и в дру-
гом случае имеются какие-то процессы, выраба-
тывающие те или иные сигналы (причем природа
этих сигналов, являются они химическими или
электрическими, в данном случае не важна), ко-
торые можно рассматривать как источник ин-
формации, управляющей биообъектами. Разуме-
ется, такое управление имеет смысл только в том
случае, если оно приносит пользу управляемому
объекту (особи, популяции, виду, или чему-то
подобному). Впрочем, если при образовании но-
вых видов еще можно мириться с тем, что чаще
всего подобная информация будет приносить не
пользу, а вред, поскольку те немногие удачные
находки, которые хоть изредка, но все-таки про-
исходят, окупят все неудачи, то в случае с мышле-
нием будет иметь место обратная ситуация. Весь-
ма часто даже единственная ошибка может ока-
заться фатальной. Поэтому механизм отбора
«правильной» информации в процессе мышле-
ния должен быть гораздо более строгим, чем в
процессе макроэволюции.

Казалось бы, что самый простой и надежный
способ получения такой, по возможности «без-
ошибочной» информации, состоит в том, чтобы
построить некий алгоритм (может быть, даже с
какими-то элементами самообучения), который
бы и «выдавал» требуемую информацию. Но если
можно сконструировать подобный алгоритм и
«ввести» его в вычислительную систему, то пове-
дение такой системы (а эта система фактически
является системой с искусственным интеллек-
том) должно в точности имитировать поведение
биосистем, обладающих естественным интеллек-
том. Соответственно, если бы нам удалось дока-
зать, что такая имитация возможна, мы тем са-
мым доказали бы, что и тот самый алгоритм, о ко-
тором шла речь выше, тоже существует (или, хотя
бы, мог бы существовать). 

Итак, спрашивается, может ли система с ис-
кусственным интеллектом имитировать поведе-
ние системы с естественным интеллектом? Одна-
ко прежде чем ответить на этот вопрос, предвари-
тельно нужно указать критерий, выполнение
которого позволяет признать такое имитирова-
ние успешным. Таким критерием, казалось бы,
могло быть некое испытание (экзамен), прохож-
дение которого позволяет признать, что искус-
ственный интеллект не отличается, в принципе,
от естественного. В качестве такого испытания
предлагалась, в частности, следующая процедура.
Берутся две полностью закрытые кабины, в каж-
дой из которых имеется телефон, в одну из них
помещается человек, а в другую – искусственный
интеллект. Эксперт (человек) может по телефону
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связываться с любой из этих кабин и разговари-
вать с тем (или с чем), находящимся там.

Если в результате этих разговоров эксперт ока-
жется не в состоянии разобраться с тем, кто в ка-
кой кабине находится, то следует признать, что
принципиальной разницы между искусственным
и естественным интеллектом нет.

Однако к настоящему времени выяснилось,
что все существенно сложнее – прохождение по-
добного критерия еще ни в коей мере не гаранти-
рует, что искусственный интеллект окажется в
силах решать те задачи, которые доступны есте-
ственному интеллекту. Можно написать относи-
тельно простую, в каком-то смысле даже прими-
тивную программу, заведомо не способную
разобраться в сколько-нибудь сложных интел-
лектуальных вопросах, которая, тем не менее,
сможет пройти вышеуказанный критерий. Для
этого достаточно составить программу таким об-
разом, чтобы она могла поддерживать разговор до
тех пор, пока он касается нескольких предвари-
тельно определенных тем, а если эксперт захочет
выйти за их рамки, то применить какой-либо из
также заранее запрограммированных приемов,
позволяющих или «перевести» разговор на что-то
другое, или же вернуться к предыдущему. При
этом эксперт может подумать, что разговариваю-
щий с ним груб, капризен, возможно даже просто
глуп, но он не усомнится, что это все-таки че-
ловек.

Вернемся вновь к вопросу о критерии. Приве-
денное выше рассуждение показывает, что если
критерий основан на каком-то экзамене, оценке
эксперта и тому подобным процедурам, то его ни
в коей мере нельзя признать сколько-нибудь на-
дежным. Критерий должен быть объективным.
Так, если бы удалось доказать, что существуют за-
дачи, которые естественный интеллект решает, в
то время как искусственный интеллект принци-
пиально решить не в состоянии, то это бы означа-
ло, что два данных вида интеллекта заведомо
функционируют по-разному. Следовательно, они
не могут быть эквивалентны один другому.

Чтобы понять, в чем могло бы заключаться
принципиальное различие между искусственным
и естественным интеллектом, обсудим самые ос-
новы существующих систем искусственного ин-
теллекта. Любая существующая на настоящий
момент кибернетическая система, в том числе и
такая, о которой говорят, что она способна «обу-
чаться», работает на основе заложенного в нее ал-
горитма [5]. Существует, по крайней мере, не-
сколько математически строгих определений по-
нятия «алгоритм», причем в математической
логике доказывается, что все эти определения эк-
вивалентны друг другу. На практике, например,
при доказательстве теорем, очень удобным явля-
ется определение алгоритма, данное А. Тьюрин-
гом. Сначала вводится понятие «универсальной

машины Тьюринга» [6], которая при соответству-
ющей введенной в нее программе оказывается в
состоянии моделировать работу любого другого
существующего в настоящее время логического
устройства. А уже в дальнейшем на его основе и
вводится понятие алгоритма.

Машина Тьюринга [6], о которой здесь идет
речь, устроена в достаточной мере просто. В ней
имеется бесконечно длинная в обе стороны лен-
та, разделенная на ячейки, и так называемая го-
ловка, представляющая собой конечный автомат,
способный перемещаться в обоих направлениях
вдоль ленты. В ячейках ленты могут записываться
определенные символы (причем число этих сим-
волов конечно), головка же может эти символы
считывать, после чего менять свое состояние,
стирать из ячейки прежний символ и записывать
в ней новый, а затем перемещаться вдоль ленты
на какое-то определенное расстояние и повто-
рять всю вышеуказанную процедуру. Число таких
повторений в принципе не ограничено. На ленте
выделены специальные ячейки, в которых запи-
сывается программа, входная информация, а так-
же результат вычислений. Как было показано
А. Тьюрингом, среди всевозможных подобных
машин с различными головками и т.п. имеются,
как уже говорилось выше, универсальные маши-
ны, способные моделировать работу любых дру-
гих таких машин.

Потребность в математически строгом опреде-
лении алгоритма чаще всего возникает даже не
тогда, когда нужно сконструировать какой-то ал-
горитм, а тогда, когда нужно доказать, что в прин-
ципе не может существовать алгоритма, спо-
собного решить поставленную задачу. Действи-
тельно, если алгоритм существует, то для
доказательства его существования достаточно
просто его построить и предъявить. При этом
обычно, вне зависимости от наличия или отсут-
ствия математически строгого определения алго-
ритма, никаких трудностей с тем, чтобы понять,
является ли полученный результат алгоритмом
или же нет, просто не возникает. Но если алго-
ритм в принципе не может существовать, то по-
добным образом мы ничего доказать не сможем.
Ведь то, что мы не смогли построить искомый ал-
горитм, может означать не то, что его в принципе
не существует, а только то, что мы в силу каких-то
причин оказались не в состоянии его найти. Но
вот если удается доказать, что в принципе не мо-
жет существовать такой программы, которая поз-
волила бы универсальной машине Тьюринга ре-
шить поставленную задачу, то тем самым мы
строго доказываем, что и соответствующего алго-
ритма также не существует. Наиболее известным
примером подобной теоремы о «несуществова-
нии алгоритма» является теорема об «останове»
[6], т. е. о том, что в принципе не может существо-
вать алгоритма, способного определить, остано-
вится ли хоть когда-нибудь «универсальная ма-
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шина Тьюринга», реализующая какую-либо про-
грамму, или же будет вычислять результат
«вечно».

Если бы удалось установить, что естественный
интеллект в состоянии найти решение такой за-
дачи, для которой можно доказать, что алгорит-
ма, способного ее решить, не может существовать
в принципе, то это означало бы, что между есте-
ственным интеллектом и моделирующим его по-
ведение искусственным интеллектом существует
принципиальное различие. И это различие, как
ни стараться, невозможно убрать никакими про-
граммными ухищрениями…

Но поскольку мы не знаем, как «в действи-
тельности» функционирует естественный интел-
лект, мы оказываемся не в состоянии определить
его возможности только на основе теоретических
соображений. Экспериментальные же подходы
также не дают материала для сколько-нибудь на-
дежных утверждений и тоже уязвимы для кри-
тики…

Тем не менее если естественный интеллект
возник и сохранился в ходе эволюции, то можно
утверждать, что он важен для выживания самых
разных видов. В то же время можно привести ряд
аргументов, позволяющих утверждать, что интел-
лект, основанный только на алгоритмах, не мог
бы способствовать выживанию. Действительно,
системы, основанные на использовании алгорит-
мов, с самого начала должны быть достаточно
сложными: если же усложнение происходит не-
посредственно в процессе развития, то на началь-
ных этапах, пока система еще не отлажена, неиз-
бежно будет появляться очень большое количе-
ство ошибок. Если биосистема будет управляться
подобным «интеллектом», то это не только не бу-
дет способствовать ее выживанию, но, наоборот,
достаточно быстро приведет к гибели. Основыва-
ясь на подобных соображениях, можно утвер-
ждать, что задача о выживании и эволюции био-
систем, так или иначе решаемая естественным
интеллектом, искусственным интеллектом реше-
на быть не может…

Но возникает вопрос, может ли вообще суще-
ствовать какая-либо информационная система,
чьи возможности превосходят возможности уни-
версальной машины Тьюринга? В какой-то (но
далеко не в полной мере) этот вопрос ставится и
изучается только в математической логике. В
частности, там рассматриваются различные спо-
собы добавить нечто такое к универсальной ма-
шине Тьюринга, что позволит увеличить (если,
конечно, это удастся) ее возможности [7]. Напри-
мер, к машине Тьюринга можно добавить датчик
случайных чисел (машина Тьюринга в состоянии
вычислять псевдослучайные числа, но, строго го-
воря, «истинно случайные» числа она генериро-
вать не может). Но даже с такой добавкой решать
алгоритмически неразрешимые задачи машина

Тьюринга по-прежнему не способна. Однако ес-
ли рассуждать чисто абстрактно, к машине Тью-
ринга в принципе можно подключить и более ин-
тересные устройства, чем датчик случайных чи-
сел. В математической логике, например,
рассматривается устройство, называемое «ора-
кул» [7]. Оно представляет собой систему, кото-
рой можно задать вопрос, и она на этот вопрос от-
ветит. При этом вероятность того, что ответ ока-
жется ошибочным, или просто равна нулю, или
же, если она все-таки отлична от нуля, крайне ма-
ла. Используя подобный «оракул», машина Тью-
ринга уже оказывается в состоянии решать алго-
ритмически неразрешимые задачи [7].

Само по себе существование «оракула» (если
бы, конечно, он существовал в реальности, а не
являлся чисто абстрактным объектом, изучаемым
только в рамках математической логики) означа-
ет гораздо большее, чем просто возможность ре-
шать те или иные алгоритмически неразрешимые
математические задачи. Например, в макроэво-
люции, в проблеме поиска таких изменений ге-
нома, которые обеспечивали переход от одного
вида к другому, подобный «оракул» позволял бы
сразу, не проводя экспериментальную проверку,
находить правильные изменения. Действитель-
но, если существует возможность обратиться к
«оракулу» и «получить у него подсказку, позволя-
ющую найти хорошее (с эволюционной точки
зрения) решение», то очень многие, если не все,
проблемы макроэволюции могли бы быть ре-
шены.

Однако математическая логика не ставит (да
она и не должна ставить) вопроса о том, как мо-
жет быть устроен подобный «оракул» и можно ли,
а если можно, то каким именно способом, его из-
готовить или же чем-либо заменить. На настоя-
щее время ответ на этот вопрос остается откры-
тым. Но понятно, что если и макроэволюция, и
мышление существуют, то в любом случае в на-
шей реальности должно существовать нечто
(некая сущность), чьи возможности выходят за
рамки возможностей универсальной машины
Тьюринга (или даже машины Тьюринга с под-
ключенным источником случайного сигнала).
(В частности, такая сущность могла бы выпол-
нять или функции «оракула», или же эквивалент-
ные им функции). При этом по-прежнему остает-
ся неясным, можно ли описать подобную сущ-
ность, не выходя за рамки существующего
естественнонаучного подхода (что не исключе-
но), или же она потребует для своего описания
чего-то принципиально нового (может быть, да-
же включающего в себя элементы теологии)?
И может ли возникнуть ситуация, когда мы не
сможем рассматривать эту сущность как совокуп-
ность одних только неодушевленных материаль-
ных объектов, и нам потребуется допустить, что
она обладает чем-то вроде сознания? 



ЕСТЕСТВЕННО-НАУЧНЫЙ И ТЕОЛОГИЧЕСКИЙ ПОДХОДЫ 1037

БИОФИЗИКА  том 66  № 5  2021

О ЕСТЕСТВЕННОНАУЧНЫХ 
И ТЕОЛОГИЧЕСКИХ ПОДХОДАХ 

К ПОНИМАНИЮ ТОГО, КАК УСТРОЕНА 
СУЩЕСТВУЮЩАЯ РЕАЛЬНОСТЬ. 

И МОЖЕТ ЛИ БЫТЬ КАКОЙ-ТО ТРЕТИЙ 
ПОДХОД, НЕ СВОДЯЩИЙСЯ 
К ВЫШЕПЕРЕЧИСЛЕННЫМ?

Если спросить естествоиспытателя-материа-
листа, как возникла окружающая нас реальность,
то ответ, в силу необходимости неполный и схе-
матичный, мог бы звучать примерно так. Около
пятнадцати миллиардов лет назад вселенной про-
сто не существовало. Не было вообще ни про-
странства, ни времени. Вселенная возникла в ре-
зультате «большого взрыва», когда же и образова-
лись и пространство, и время. Далее происходило
расширение вселенной. В процессе расширения
появились излучения и частицы, образовывались
химические элементы (причем различные эле-
менты разными способами и на разных стадиях
расширения), возникли звезды и галактики, а
также планеты. На некоторых планетах появи-
лась жизнь. Естественный отбор способствовал
образованию множества различных видов. И, на-
конец, на отдельных немногих планетах появи-
лось мыслящее существо, способное понять
окружающую его реальность. На земле высшей
формой органической жизни, способной на такое
понимание, является человек. (Здесь, казалось
бы, было бы уместным привести цитату из
М. Твена: «Птеродактиль, а как известно, птеро-
дактиль способен вообразить любую глупость, ис-
кренне полагал, что все эти миллиарды лет эволю-
ции были нужны только для того, чтобы породить
его – птеродактиля. Но он ошибался. На самом де-
ле, они были нужны, чтобы породить человека».) 

Пока речь идет о проблемах, не связанных с
жизнью, все сказанное здесь каких-либо принци-
пиальных возражений не вызывает. Но если в
рамках существующего естественнонаучного
подхода оценить вероятности возникновения
жизни и появления новых видов, а также вероят-
ность появления «венца эволюции» – мыслящего
существа, то они оказываются столь малыми, что
становится совершенно непонятно, как такое во-
обще могло бы хоть когда-либо осуществиться.
Конечно, можно попытаться ответить на подоб-
ные возражения, сказав, что здесь все дело в так
называемом «антропном принципе», согласно
которому наблюдать за реальностью можно толь-
ко там, где есть наблюдатель – то есть мыслящее
существо. Следовательно, вероятность того, что
наблюдатель зарегистрирует наличие мыслящего
существа, априори равна единице, поскольку он
же и есть это самое мыслящее существо. А те си-
туации, когда наблюдателя не существует, просто
не регистрируются и соответственно нами не учи-
тываются.

Но подобный ответ на возражения имеет
смысл только в том случае, если «реальностей»
или неограниченно много, или хотя бы крайне
много. В противном случае ни наблюдатель, ни
соответственно мыслящее существо могут и во-
обще не появиться.

Каким образом могло бы возникнуть множе-
ство подобных «реальностей»? В рамках кванто-
вой теории такая возможность существует. Со-
гласно так называемой «многомировой интер-
претации квантовой теории» (предложенной в
работе [8] Х. Эвереттом в качестве гипотезы, объ-
ясняющей явление «редукции волнового пакета»
в квантовой механике), независимых «реально-
стей» должно быть очень много. И все вместе они
образуют некую общность, называемую «мульти-
верс» [8–10]. В каждой из них имеет место своя
конкретная реализация происходящих в этой
«реальности» событий, причем наблюдатель из
данной «реальности» не воспринимает ничего из
происходящего в «чужих реальностях». (Напом-
ним, что сама квантовая теория не предсказыва-
ет, появится ли какая-то конкретная реализация
в данной «реальности» или же нет – она позволя-
ет рассчитывать лишь вероятности появления та-
ких реализаций.)

Вернемся вновь к «антропному принципу» и
возможности использовать его для того, чтобы
«снять» имеющиеся возражения. Понятно, что
если в данный момент времени в какой-то «ре-
альности» присутствует наблюдатель, то все со-
бытия в этой «реальности» происходили таким
образом, чтобы не противоречить факту его суще-
ствования. Но это вовсе не означает, что и в даль-
нейшем не возникнет никаких противоречий или
же нестыковок. Так, если, несмотря на малую ве-
роятность, в рассматриваемой «реальности» име-
ло место появление всех предшествующих появ-
лению такого наблюдателя видов, все это вовсе не
означает, что и в дальнейшем будет происходить
подобное «везение». Иными словами, в дальней-
шем никаких «чудес» уже не предвидится, соот-
ветственно никакие новые виды появляться уже
не будут.

Конечно, макроэволюция – это процесс до-
статочно медленный. Поэтому весьма трудно ска-
зать, имеет ли он место в настоящее время или же
нет. Тем не менее есть все основания полагать,
что никакого «прекращения макроэволюции» в
настоящее время не произошло. Следовательно,
попытка «обойти» имеющиеся нестыковки в про-
блеме образования и развития жизни с помощью
«антропного принципа» не может быть признана
убедительной.

Имеет смысл упомянуть здесь также и о неко-
торых проблемах, относящихся к онкологии, хотя
они, строго говоря, и не имеют прямого отноше-
ния к макроэволюции. Рост злокачественной
опухоли, как известно, сопровождается измене-
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нием генома входящих в нее клеток. Можно, ко-
нечно, предположить, что в геноме возникают
чисто случайные изменения, которые, в дальней-
шем, в результате естественного отбора, выращи-
вают очень опасный клон, способный тем или
иным способом «уходить» от всех попыток орга-
низма его уничтожить или, хотя бы, остановить в
развитии. Но ведь клеток в опухоли, даже на фи-
нальной стадии ее развития, не так уж и много –
всего лишь порядка 109–1011 штук. Этого, скорее
всего, заведомо недостаточно, чтобы надежно га-
рантировать при случайной мутации появление
таких клеток, которые стали бы родоначальника-
ми вышеупомянутого опасного клона. Поэтому,
естественно, возникает мысль, что здесь имеет
место не случайный, а целенаправленный (и даже
нельзя исключить, что и управляемый) процесс
внесения изменений в геном. И что подобный
процесс (или его аналоги) «работает» не только в
онкологии (нельзя исключить, что, повлияв на
этот процесс, можно будет создать, в том числе, и
новые методы лечения таких болезней), но, воз-
можно, и в макроэволюции при образовании но-
вых видов, и даже в мышлении. 

Но если, оставаясь в рамках современной есте-
ственнонаучной парадигмы, не удается объяс-
нить основные принципы, лежащие в основе та-
ких явлений, как макроэволюция и мышление,
то, может быть, стоит выйти за эти рамки? Наи-
более известная и проработанная попытка такого
рода – это креационизм. Если говорить прими-
тивно, то, в соответствии с этим учением, суще-
ствует некая «высшая сила» (проще говоря, бог),
которая и управляет всем происходящим, в том
числе и наследственностью и мышлением. Разу-
меется, остаются вопросы, как конкретно она это
делает, но это уже и не столь важно. 

Конечно, если основываться на идее бога, то
можно объяснить все, что угодно (в том числе и
то, что не удается объяснить, оставаясь в рамках
привычного для нас материалистического подхо-
да), и никаких противоречий при этом не возник-
нет. Но теория, в которой возможно все, обладает
очень низкой предсказательной силой. Разумеет-
ся, чисто формально, основываясь только на ло-
гике, опровергнуть такую теорию нельзя, но даже
если ее и принять, то пользоваться ею оказывает-
ся весьма затруднительно. Не хотелось бы по лю-
бому случаю отделываться ссылкой на «волю бо-
га». Хотелось бы отыскать какой-либо иной вы-
ход из возникшей ситуации, когда этого бы не
потребовалось.

Может быть, этот выход состоит в том, чтобы
все-таки не выходить за рамки естественнонауч-
ной парадигмы, но определенным способом рас-
ширить эти рамки, отказавшись от некоторых до-
пущений, которые, в настоящее время, кажутся
настолько самоочевидными, что их никогда даже
и не обсуждают. Но для нас такой подход, в кото-

ром есть что-то «необсуждаемое», в принципе не-
приемлем. Мы будем рассуждать так, как будто
для нас не существуют и вообще не должны суще-
ствовать какие-либо «необсуждаемые» вопросы,
даже если они и могли бы на первый взгляд пока-
заться ненужными или глупыми.

Вернемся, с учетом сказанного, вновь к вопро-
су о возникновении и развитии окружающей нас
реальности. Креационисты полагают, что здесь
не могло обойтись без участия какой-то «высшей
силы». Но что было с этой «высшей силой» еще до
того, как вселенная образовалась? Ведь тогда не
существовало ни пространства, ни времени. Или
«высшая сила» существовала как-то вне реально-
сти, или она тогда вообще не существовала. Но
если считать, что вне реальности нет вообще ни-
чего, то мы приходим к выводу, что, по крайней
мере, до рождения вселенной «высшая сила» не
существовала.

Однако если «высшая сила» появилась только
в момент рождения вселенной, а до этого ее вооб-
ще не существовало, то каким образом она
«вдруг» сразу приобрела все свои «безграничные»
знания, без которых, в частности, невозможно
сконструировать геном? 

Казалось бы, что мгновенно приобрести такие
«безграничные» знания может только такая «выс-
шая сила», которую не сдерживают никакие огра-
ничения, в том числе и связанные с существую-
щей естественнонаучной парадигмой. Иными
словами, эта «высшая сила», казалось бы, высту-
пает здесь в роли «всемогущего бога» (который к
тому же может даже быть и антропоморфным).
Но это, как ни странно, может быть совсем и не
так. Возможна ситуация, когда, даже не выходя за
рамки естественнонаучного подхода, то, что мы
называем здесь «высшей силой», приобрело бы
все требуемые знания. Правда, такая возмож-
ность предполагает существование некоторых
квантовых и релятивистских явлений, которые
изучаются пока что только теоретически, а экспе-
риментально еще не подтверждены.

В последние годы в теоретической физике бы-
ло показано (см. работы М. Морриса и К. Торна
[11, 12]), что в принципе возможна ситуация
«проникновения» сигнала из будущего в настоя-
щее. Осуществить такую ситуацию на практике
было бы очень сложно (а в настоящее время вооб-
ще невозможно), она требует, в соответствии с
этими работами, существования так называемых
«кротовых нор» (wormhole), а также какой-то эк-
зотической материи, способной эти «норы» ста-
билизировать. Но уже одно то, что подобное
«проникновение» сигнала хотя бы в принципе
возможно, означает, что в каких-то случаях некая
сущность, находящаяся в далеком прошлом, мог-
ла бы воспользоваться информацией, которая
станет известной еще только когда-то в будущем
(т. е. эта сущность, фактически, выполняла бы
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роль «оракула»). Если речь идет о макроэволю-
ции, эта информация могла бы оказаться полез-
ной подсказкой для конструирования правильно-
го генома.

Но дело здесь не ограничивается одной только
полезной подсказкой. Ведь из будущего можно
получить информацию и о том, какое изменение
генома было сделано, и насколько оно было удач-
но. И если оно было недостаточно удачно или не-
достаточно полезно, то не следует осуществлять
это изменение, а осуществить какое-либо другое.
А если удачно – то обязательно осуществить
именно это изменение. В результате подобных
действий можно, в принципе, эффективно повы-
сить вероятность появления полезного измене-
ния генома. А это, в свою очередь, уже может су-
щественно увеличить вероятность появления но-
вых видов. Если подыскивать такому увеличению
вероятности хоть какой-то аналог среди явлений,
изучаемых в «обычной» классической физике, то
оно напоминает увеличение коэффициента уси-
ления в приемнике за счет введения положитель-
ной обратной связи.

Возвращаясь вновь к обсуждению проблем,
связанных с макроэволюцией и с тем, что они мо-
гут потребовать, для своего решения, выход за
рамки естественнонаучного подхода, можно ска-
зать, что если сигналы из будущего способны
«проникать» в прошлое, то ничего такого вообще
может и не потребоваться. Это, конечно, вовсе не
означает, что никаких «высших сил» вообще нет и
быть не может. Скорее это означает, что сделать
сколько-нибудь однозначный вывод относитель-
но существования этих «сил» и их природы толь-
ко на том основании, что макроэволюция присут-
ствует в реальности, мы не сможем. Нужно также
отметить, что мы в действительности не знаем,
как устроена такая реальность, в которой возмож-
но «прохождение» сигнала из будущего в про-
шлое, и может ли эта реальность «вписаться» в тот
«естественнонаучный материализм», к которому
мы привыкли. 
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Natural Scientific and Theological Approaches to the Understanding 
of How the Existing Reality “Is Arranged”

 V.A. Namiot
Skobeltsyn Institute of Nuclear Physics, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/2, Moscow, 119991 Russia

This paper discusses if it is possible to explain everything that happens in our reality by the methods of the
natural sciences, or whether such an explanation may also require consideration of some “higher forces” that
do not fit into the materialistic concept. The phenomena such as macroevolution (the formation of new spe-
cies) and thinking are used as examples to show that they cannot be explained by classical (traditional) natu-
ral-scientific approach. However, suppose that certain quantum and relativistic processes, studied only the-
oretically so far, could exist and arise in our reality, then, in principle, it becomes possible to explain both
macroevolution and thinking without involving any “higher forces”.

Keywords: evolution, thinking, natural selection, creationism
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ВНИМАНИЮ ЧИТАТЕЛЕЙ
Замеченные опечатки

В вып. 4 тома 66 за 20214 год в cтатье М.А. Му-
риной и дp. «Антитромбоцитарное действие и хи-
мическая активность N6-хлораденозинфосфата»
замечены cледующие опечатки: 

На стр. 634 в аннотации фразу «Константа ско-
рости реакции N6-хлораденозинфосфата с мети-
онином составляет 1.40 ± 0.09 М–1 с–1» следует
читать как «Константа скорости реакции N6-хло-
раденозинфосфата с метионином составляет
1.40 ± 0.09 М–1 с–1».

На cтp. 636 в 1-м абзаце пpавой колонки фpазу
«Поглощение света при указанной длине волны
непосредственно обусловлено анионом трийоди-

да (J3)–» следует читать как «Поглощение света
при указанной длине волны непосредственно
обусловлено анионом трийодида (I3)–».

На cтp. 638 первую строку таблицы следует чи-
тать как «Константа скорости реакции второго
порядка, М–1 с–1», а приведенные в третьей строке
таблицы значения – соответственно как (5.80 ±
± 0.66) ×104, (2.40 ± 0.19) ×105, (1.20 ± 0.23) ×106 и
(2.04 ± 0.52) ×104.

На cтp. 639 первую фразу в левой колонке сле-
дует читать как «парный двухвыборочный t-тест
для средних значений».


