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Инфракрасная спектроскопия является мощным аналитическим методом, который еще полностью
не разработан применительно к биологическим системам. Ранее этот метод метод успешно
применялся для анализа вторичной структуры. Этот миниобзор показывает последние достижения
в изучении белков с применением ИК-Фурье-техники. Обсуждается применение эмиссионной
ИК-Фурье-спектроскопии к исследованию фотофизических и фотохимических реакций в
фоторецепторных белках. 

Ключевые слова:  ИК-Фурье-спектроскопия, стимулированная инфракрасная эмиссия, видимый свет,
инфракрасный свет, белок, пигмент-белковый комплекс, аминокислоты.
DOI: 10.31857/S0006302920010019

Колебательная спектроскопия представляет
собой мощный инструмент для изучения биоло-
гических образцов [1–5]. Инфракрасная спектро-
скопия (ИК-спектроскопия) и спектроскопия
комбинационного рассеяния света (рамановская
спектроскопия) являются двумя взаимодополня-
ющими методами колебательной спектроскопии,
которые основаны на двух принципиально раз-
ных физических процессах. Однако в обоих слу-
чаях наблюдают возбуждение молекулы до более
высоких энергетических колебательных состоя-
ний. ИК-спектроскопия связана с поглощением
ИК-квантов, в результате которого происходит
усиление колебательных и вращательных движе-
ний молекул, обусловленных химическим соста-
вом образца [3, 5]. Химические связи претерпева-
ют различные формы колебаний, такие как рас-
тяжения, изгибы и вращения. Энергия
большинства молекулярных колебаний соответ-
ствует энергии квантов с длиной волны 25–
2,5 мкм или волновыми числами 4000–400 см–1.
Полосы в спектре ИК-поглощения появляются в
результате переходов между колебательными
подуровнями основного электронного состояния
и связаны с изменением дипольного момента,
правилами отбора, симметрией молекул и степе-
нью ангармоничности колебаний. Информация,

представленная в ИК-спектре, уникальна, ее не-
возможно получить с помощью спектроскопии в
ультрафиолетовой и видимой области. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Приготовление пленок исследуемых образцов. В

работе использовали L-лизина моногидрохлорид
(Aldrich-Sigma, США) без предварительной
очистки. Пленку получали путем высаживания
образца из 1 М водного раствора на подложку из
кристаллического кремния. Толщина слоя плен-
ки составляла приблизительно 1 мм. Материал
подложки имеет область прозрачности в ИК-диа-
пазоне.

Равномерно распределенный по гладкой по-
верхности подложки образец в объеме 200–300
мкл высушивали на воздухе при комнатной тем-
пературе и относительной влажности воздуха
около 60% в течение нескольких часов.

Для приготовления раствора использовали де-
ионизованную воду при рН 7.0. Деионизованная
вода, используемая в этих экспериментах, была
получена на системе Nanopure Diamond ultrapure
(Barnstead International, США). Чистота воды
подтверждается величиной проводимости в
18 МОм. 

Спектроскопические исследования. Основные
спектроскопические исследования проводили с
использованием ряда спектроскопических мето-

Сокращения: ИК – инфракрасный, НПВО – нарушенное
полное внутреннее отражение, ИКЭС – эмиссионная ИК-
Фурье-спектроскопия.

УДК 577.342;577.344
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дов – дифференциальной ИК-Фурье-спектро-
скопии, низкотемпературной дифференциаль-
ной ИК-Фурье-спектроскопии, эмиссионной
ИК-Фурье-спектроскопии. 

При дифференциальных и низкотемператур-
ных измерениях сначала записывали спектр све-
тоадаптированной формы основной формы бак-
териородопсина БР568, который сохраняли в па-
мяти компьютера. Затем записывали спектр
исследуемого интермедиата. Разностный спектр
получали путем вычитания из полученного спек-
тра исследуемого интермедиата спектра основ-
ной формы. В частности, спектр М412-интер-
медиата получали при температуре 190 К.

Эмиссионные измерения были выполнены на
базе отечественного ИК-Фурье-спектрометра
ФС-02 путем модификации его оптической схе-
мы. Для этого источник ИК-излучения был уда-
лен из прибора. Вместо него был установлен об-
разец, который непрерывно облучался видимым
светом умеренной мощности и, по сути, являлся
непосредственным источником ИК-излучения,
которое направлялось на собирающее зеркало и
далее в интерферометр. Геометрия освещения об-
разца видимым светом была такова, что возбуж-
дающий свет падал практически нормально к по-
верхности образца и фокусировался в пятно да-
метром 2–4 мм с помощью короткофокусной
линзы. Регистрацию вторичного ИК-излучения
осуществляли в геометрии отражения. При этом
возбуждающий (паразитный) свет не попадал на
приемник. Случайное проникновение видимого
света отсекалось пластиной из германия, уста-
новленной на входном окошке приемника. Гер-
маний, как известно, пропускает ИК-свет и не
пропускает свет видимого диапазона. 

Варьирование мощности возбуждающего из-
лучения от ксеноновой лампы при исследовании
интенсивностной зависимости спектра ИК-
эмиссии осуществлялось при помощи поглоща-
ющих светофильтров (ЛОМО, Россия). Калиб-
ровку светофильтров проводили с помощью из-
мерителя мощности. Также использовали поло-
совые инфракрасные фильтры.

Записывали эмиссионные спектры в однока-
нальном режиме со спектральным разрешением
4 см–1, которое было выбрано для лучшей вос-
производимости спектров. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
ИК-спектроскопия в исследовании глобулярных

белков. В структурных исследованиях белков ИК-
спектроскопия начала применяться с 50-x годов
прошлого столетия [6–8] и до сих пор является бле-
стящим инструментом при изучении конформации
и динамики белковых структур [2, 9–11]. Полез-
ность инфракрасной спектроскопии проистекает из

ее способности обнаруживать изменения в относи-
тельной ориентации и водородных связях пептид-
ных групп C=O, которые являются основными ос-
цилляторами, связанными со структурой. Одним из
основных его применений является анализ вторич-
ной структуры белка, основанный на том, что суще-
ствует тесная корреляция между положением спе-
цифических ИК-полос в спектре и вторичной
структурой [12–15]. Эти корреляции были опреде-
лены посредством связи частот структурно-чув-
ствительных амидных полос со специфическими
типами структуры, такими как α-спирали, β-сшив-
ки или петли [12, 13, 16]. При большом числе степе-
ней свободы молекулы белка ее ИК-спектр, тем не
менее, имеет немного полос. Это обусловлено тем,
что в ИК-спектрах белковых полимеров активны
только те нормальные колебания, для которых ато-
мы в повторяющихся единицах полимерной цепи
колеблются в фазе [2, 7]. 

Наиболее изучено белковое колебание, свя-
занное с полосой Амид I, локализованной в спек-
тральной области 1700–1620 см–1. Полоса Амид I
почти полностью состоит из С=О-валентных ко-
лебаний, связанных с растяжением пептидной
связи, и обладает высокой чувствительностью к
вторичной структуре. В зависимости от типа вто-
ричной структуры, в которой участвуют пептид-
ные C=O-группы, нормальные моды имеют тен-
денцию локализоваться в пределах определенных
спектральных областей, создавая полосы частот,
каждая из которых имеет свои собственные спек-
тральные параметры (положение, ширина поло-
сы и коэффициент ослабления). 

 Полоса Амид II, напротив, происходит от
плоских колебаний, связанных с изгибом N–H-
связи, и от валентных колебаний, связанных с
растяжением C–N-связи. Колебание Амид II де-
монстрирует гораздо меньшую чувствительность
к конформации белка [2]. Другие амидные поло-
сы являются очень сложными и сильно зависят от
величины силовых полей, природы боковых це-
пей и водородных связей и практически не ис-
пользуются в анализе конформационных иссле-
дований.

Одним из наиболее значительных практиче-
ских преимуществ детального структурного ана-
лиза является то, что полоса «Амид I» содержит
больше информации, чем просто сведения о кон-
формации глобулярных белков. Точное положе-
ние этой полосы колебаний зависит от характера
водородных связей с участием C=O- и N–H-
групп [14]. В свою очередь, это определяется упа-
ковкой полипептидной цепи, отражающей кон-
формацию основной цепи и паттерн водородных
связей. Таким образом, наблюдаемые контуры
амидных полос белков состоят из перекрываю-
щихся полос различных компонентов, представ-
ляющих α-спирали, β-сшивки, изгибы и неупо-
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рядоченные элементы структуры [2, 7, 17]. Полоса
«Амид I» часто показывает сложную, неразре-
шенную форму линии с большим числом широ-
ких полос с неясными максимумами. Ее форма
может изменяться под воздействием растворите-
ля [16, 18, 19], из-за локальных деформаций [9],
размера [9] и структурной организации локаль-
ных элементов во вторичной структуре [20]. Эти
явления увеличивают внутреннее информацион-
ное содержание, но усложняют интерпретацию.
Таким образом, основным аспектом в изучении
белков с помощью инфракрасной спектроскопии
становится расшифровка ИК-спектров, включа-
ющая в себя идентификацию и характеристики
полос основных компонентов определяющих
профиль полосы «Амид I» [21–24]. 

Появление в 1980-х годах новой техники –
ИК-Фурье-спектрометров – открыло новую эру в
исследовании белков. Принципиально новая
конструкция ИК-спектрометров в сочетании с
разработкой метода преобразования Фурье для
сбора ИК-данных и надежного цифрового вычи-
тания позволила быстро и эффективно обрабаты-
вать и преобразовывать интерферограммы с по-
мощью алгоритма преобразования Фурье, в ре-
зультате чего быстро получать зависимости
коэффициента пропускания от энергии в волно-
вых числах [25]. Полученный в результате мате-
матической обработки спектр указывает на нали-
чие химических связей и, следовательно, дает
представление о составе и строении вещества. В
настоящее время ИК-Фурье-спектроскопия при-
знана ценным инструментом для изучения кон-
формации белка в растворе на основе обычной
воды, а также ее дейтерированных форм; она так-
же используется для изучения структурной ста-
бильности, сворачивания и агрегации белков
[26–32]. 

Однако поначалу практическое использова-
ние этой техники было сильно ограничено таки-
ми факторами, как низкая чувствительность при-
боров, отсутствие понимания корреляции между
конкретными типами упаковки основной цепи и
полосами отдельных компонентов [22]. Тогда
считалось, что ИК-спектр белка в водном раство-
ре трудно, если не невозможно, получить, если
только в качестве растворителя не использовать
тяжелую воду, поскольку вода сильно поглощает
в наиболее важной области спектра примерно
при 1640 см–1 и может полностью маскировать
белковые полосы. Даже в растворе D2O обычно
получали только качественную информацию, по-
тому что компоненты полос поглощения, связан-
ные с конкретными субструктурами, такими как
α-спираль и β-сшивки, не могли быть разрешены
[11]. 

В настоящее время высокая чувствительность
современных ИК-приемников, стабильность ла-

зеров и компьютеризованный инструментарий
современных ИК-Фурье-спектрометров улучшил
отношение «сигнал/шум» и позволил проводить
обширные манипуляции с данными. Спектры
могут быть получены в широком диапазоне сред с
меньшими затратами времени и вещества, что
стало исключительным преимуществом метода.
При этом могут быть обнаружены прямые корре-
ляции между частотами полосы «Амид I» и ком-
понентами вторичной структуры на основе уста-
новленных экспериментальных методик анализа
вторичной структуры полипептидов и белков
[33–36]. Такие возможности в последние годы
значительно расширили применение ИК-Фурье-
спектроскопии в исследованиях вторичной
структуры и динамики белка [32]. 

В настоящее время ИК-Фурье-спектроскопия
используется не только для изучения вторичной
структуры, но и при исследованиях структурной
динамики, конформационных изменений (отра-
жает связывание лигандов [37], зависимость от
температуры, рН и давления [38–40]), она также
используется для изучения структурной стабиль-
ности, сворачивания и агрегации белков [26, 27]. 

Дифференциальная ИК-Фурье-спектроскопия.
Хотя ИК-спектроскопия позволяет изучать кон-
формацию и динамику белка, на практике трудно
определить локальные структурные изменения в
белковом остове. Эта проблема происходит от су-
ществования сильного перекрывания между ко-
лебательными модами множества одинаковых
групп в белке. Например, в ИК-спектре в области
1700 см–1 и 1500 см–1 вносят вклад полосы «Амид I»
(1620–1690 см–1) и «Амид II» (около 1550 см–1)
(точная частота которых зависит от вторичной
структуры белка), но также вносит вклад и погло-
щение боковых аминокислотных остатков, таких
как аспартат, глутамат, тирозин, триптофан, ли-
зин и аргинин (поглощающих в области локали-
зации полос «Амид Ι» и «Амид II» [28–31]). В эту
область могут также попадать колебания хромо-
фора. При этом в типичном спектре ИК-погло-
щения пигментно-белкового комплекса в сред-
нем инфракрасном диапазоне будет доминиро-
вать поглощение белка, в то время как
поглощение молекул хромофора обычно состав-
ляет только очень незначительный вклад (∼10−3–
10−4, в зависимости от размера белка). Поэтому
чтобы получить информацию о хромофоре или
других составляющих биологической системы
(белки, мембраны и так далее), участвующих в те-
чение заданной фотореакции, в 1980-х годах про-
шлого столетия был разработан новый метод –
дифференциальная ИК-Фурье-спектроскопия.
Впервые он был применен к бактериородопсину
[41–43]. В последнее время этот метод особенно
широко используется для исследований ранней
фотофизики, процессов переноса энергии и мо-
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лекулярных механизмов функционирования фо-
тосистем разной сложности (см., например, обзо-
ры [44, 45] и ссылки в них). 

Основной эксперимент заключается в сравне-
нии двух ИК-спектров, зарегистрированных до и
после данной реакции (см. рис. 1). Все колеба-
тельные полосы, принадлежащие молекулярным
группам, участвующим в реакции, появятся в раз-
ностном спектре, тогда как все остальные колеба-
ния будут подавлены. В результате чувствитель-
ность метода проявляется на уровне отдельных
молекулярных групп и даже химических связей.
Получаемая в дифференциальном спектре ин-
формация касается таких важных событий, как
протонирование/депротонирование боковой це-
пи одной аминокислоты, окисление/восстанов-
ление пигмента или кофактора, смещение моле-
кулы воды, конформационные изменения хромо-

фора или белка и так далее. Эта информация
носит также структурный характер: например, в
спектрах можно наблюдать не только образова-
ние водородной связи, но и получить качествен-
ную оценку прочности связи [44, 45]. 

С появлением ИК-Фурье-спектрометров с
технологией «степ-скан» за состоянием биологи-
ческой системы можно следить с временным раз-
решением от нано- до фемтосекунд [ 46–48].

Как было сказано выше, исторически первые
исследования с помощью дифференциальной
ИК-Фурье-спектроскопии были проведены на
бактериородопсине. Они позволили определить
вовлеченность индивидуальных групп на разных
стадиях фотоцикла [49, 50]. Во многом успешно-
му практическому применению этого метода спо-
собствовало разработка новых методик, связан-
ных с подготовкой образца. Кроме мечения изо-

Рис. 1. Дифференциальные спектры между исходной формой бактериородопсина БР568 и формой М412, записанные
при температуре 190 К и относительной влажности пленок 0% (а) и 93% (б). Спектры записаны в одноканальном ре-
жиме с использованием охлаждаемых жидким азотом ртуть-кадмий-теллуровых (в английской аббревиатуре – МСТ)
приемников, накоплением 600 сканов и спектральным разрешением 4 см–1. 
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топами и водородно-дейтериевого обмена были
разработаны специальные методики, такие как
метод генетических замен или сайт-направлен-
ный мутагенез [51], избирательное прокрашива-
ние изотопами боковых аминокислотных остат-
ков или молекул внутренней воды [52–54]. Таким
способом были идентифицированы каталитиче-
ски важные аминокислоты в родопсинах [55–58].
В связи с этим особенность подготовки образцов
для дифференциальной ИК-Фурье спектроско-
пии заслуживает отдельного рассмотрения. 

Прежде всего, следует учитывать тот факт, что
молярные коэффициенты экстинкции колеба-
тельных мод значительно меньше, чем у элек-
тронных переходов. Это влечет за собой необхо-
димость использования очень концентрирован-
ных образцов. Кроме того, учитывая, что
огибающая полосы поглощения воды в значи-
тельной степени маскирует важные полосы ком-
понентов белка, необходимо уменьшить содер-
жание воды при условии сохранности нативности
белка или мембраны и его биохимических реак-
ций при изменении гидратного состояния образ-
ца. Более серьезные проблемы возникают при ис-
следовании водорастворимых белков. Для того
чтобы решить эту проблему, было предложено
использовать образцы в виде прессованных таб-
леток с использованием порошка бромида калия,
прозрачного в ИК-области спектра. Этот метод
прессования таблеток с помощью бромида калия
был введен в 1952 г. и широко используется до сих
пор. Он заключается в тщательном перемешива-
нии тонко измельченной пробы с порошком бро-
мида калия, ее прессовании и формировании по-
лупрозрачной таблетки. Несмотря на преимуще-
ство, заключающееся в отсутствии большинства
мешающих полос поглощения, к недостаткам
этого метода относят возможность изменения
кристаллической структуры полиморфных ве-
ществ в процессе растирания и прессования таб-
леток. Также из-за высокой гигроскопичности
бромида калия не удается полностью избежать
присутствия в ИК-спектрах полос адсорбирован-
ной воды возле 1640 см–1 и 3450 см–1. Возможно
химическое взаимодействие вещества пробы с
материалом таблетки. 

Метод нарушенного полного внутреннего отра-
жения. Начиная с 1963 г., в качестве альтернативы
ИК-поглощению для анализа водных растворов
биологических образцов стали использовать ме-
тод ИК-отражения, известный как метод нару-
шенного полного внутреннего отражения
(НПВО, в английской аббревиатуре – ATR
(Attenuated total reflection)) [59]. Метод нарушен-
ного полного внутреннего отражения требует ми-
нимальных усилий в приготовлении образца, он
также позволяет исследовать поверхности самых
различных материалов.

В основе метода НПВО лежит поглощение по-
верхностным слоем исследуемой пробы падаю-
щего излучения световой волны, выходящей из
призмы полного внутреннего отражения, находя-
щейся в оптическом контакте с изучаемой по-
верхностью. Детально метод описан в работе [59].
Для регистрации спектров НПВО необходимы
специальные приставки в ИК-Фурье-спектро-
метрах. В этом случае получаемые методом
НПВО инфракрасные спектры практически
идентичны поглощению, а определение вторич-
ной структуры белков по спектрам НПВО пока-
зало схожие результаты. В то же время метод так-
же не лишен недостатков. Один из них связан с
серьезными ошибками при интерпретации спек-
тров. В последнее время метод НПВО чаще всего
используется для определения ориентации бел-
ков в мембране.

Эмиссионная ИК-Фурье-спектроскопия. Если
рассмотренные методы в ИК-Фурье-спектроско-
пии – пропускание (поглощение) и отражение
(нарушенное полное внутреннее отражение) –
наиболее прочно и широко применяются в био-
логических исследованиях, то этого нельзя ска-
зать об эмиссии, которая не используется в био-
логии.

Современные исследования с помощью эмис-
сионной ИК-Фурье-спектроскопии (ИКЭС) в
большинстве случаев касаются изучения спек-
тров естественных и искусственных источников
света или лабораторных образцов, возбужденных
термальными способами [60–63]. Помимо спек-
троскопии небесных тел, изучаемых в области
астрофизики, существуют два основных направ-
ления эмиссионной спектроскопии, используе-
мых в лабораторных условиях, – атомная эмисси-
онная спектроскопия, как один из наиболее ши-
роко используемых методов элементного анализа
вещества, и ИКЭС, сконцентрированная глав-
ным образом на термоэмиссии молекулярных си-
стем. ИКЭС может быть применима к анализу
широкого спектра веществ органической и неор-
ганической природы в твердом, жидком и газооб-
разном состоянии, а также к анализу таких ве-
ществ, как сыпучие материалы, поверхности, ка-
тализаторы и тонкие пленки и минералы [62, 63].

Хотя ИКЭС имеет потенциал стать очень чув-
ствительной, универсальной молекулярно-спе-
цифической техникой анализа молекулярного
состава и структуры вещества, в настоящее время
она все еще редко используется на практике. Од-
ной из основных причин является отсутствие
специализированной техники, позволяющей
проводить рутинные измерения. Все измерения
проводятся на базе ИК-Фурье-спектрофотомет-
ров, которые имеют специализированные при-
ставки, или проводится модификация оптиче-
ской схемы, позволяющая адаптировать прибор



10

БИОФИЗИКА  том 65  № 1  2020

ТЕРПУГОВ

для эмиссионных экспериментов. Эти экспери-
менты зачастую происходят на грани искусства
[61]. Между тем в настоящее время метод ИКЭС
достаточно востребован из-за безальтернативно-
сти его применения в таких научных областях,
как астрофизика, химический катализ или мине-
ралогия [63]. Поэтому метод ИКЭС продолжает
совершенствоваться и развиваться. Одним из та-
ких достижений является возможность его ис-
пользования применительно к биологическим
образцам, когда исключается прямой контакт-
ный нагрев, а эмиссия возбуждается с помощью
видимого света с энергией, не вызывающей на-
грева образца. 

Спектр ИК-эмиссии, как и спектры комбина-
ционного рассеяния света или ИК-поглощения,
содержит подробную информацию о присутству-
ющих химических связях, следовательно, он дает
представление о химическом составе образца.
Преимущество метода состоит в том, что он не
имеет ограничений для водных растворов, по-
скольку молекулы воды не дают ИК-сигнала,
способного маскировать важные белковые поло-
сы. Следовательно, измерения могут проводиться
в водных растворах или непосредственно на не-
высушенных образцах. Образец не требует специ-
альной подготовки, что позволяет исследовать
целостные клетки и даже ткани [64] . В спектраль-
ной области «Амид I» (1600–1700 см–1) и
«Амид II» (1480–1575 см–1) содержатся не еди-
ничные широкие полосы, а множество хорошо
разрешенных полос, что позволяет получать бо-
лее подробную информацию об исследуемых
процессах. При этом анализ эмиссионных спек-
тров включает в себя пока что редко исследуемые
спектральные области (>1800 см–1 и <1000 см–1).
Их исследование в фоточувствительных белках
становятся все более популярными (см., напри-
мер, работы [65–67]) (рис. 2). Как правило, в
спектрах ИК-поглощения или дифференциаль-
ных спектрах спектральное окно между 1800 см–1

и 1900 см–1 лишено какого-либо спектрального
вклада, в то время как в этой области в спектрах
ИК-эмиссии проявляются хорошо разрешенные
пики (рис. 2) . Их идентификацию проводили в
экспериментах с использованием модельных со-
единений ретиналя и аминокислот.

Рис. 2 иллюстрирует возможности метода в по-
лучении информации о хромофорном ретинале и
белковых компонентах бактериродопсина в вод-
ном растворе и влажных пленках. Идентифика-
ция полос, относящихся к ретиналю, проводи-
лась на основе сравнения с данными комбинаци-
онного рассеяния света и ИК-поглощения
модельных соединений ретиналя. Идентифика-
цию белковых полос проводили на основе анали-
за спектров аминокислот, используемых в каче-
стве моделей. Оказалось, что в нерезонансных

условиях под действием видимого света амино-
кислоты, так же как и ретиналь, способны гене-
рировать ИК-излучение в среднем ИК-диапазо-
не. Это может иметь важное значение при реше-
нии вопроса о происхождении колебательного
возбуждения в опсине в первичной фотофизике
бактериородопсина. 

Подробное описание ИК-эмиссионных экс-
периментов на базе ИК-Фурье-спектрометра
ФС-02 было представлено ранее [68]. ИКЭС со-
четает использование источника видимого света
и адсорбционную ИК-Фурье-технику для записи
спектров ИК-эмиссии в широком ИК-диапазо-
не. В этом случае стандартный источник ИК-из-
лучения заменяется на непосредственно образец,
как это схематически показано на рис. 3. 

Как видно, спектр состоит из двух компонент
– широкой гладкой фоновой кривой и располо-
женных на ее фоне отдельных резких пиков. Ре-
альный спектр ИК-эмиссии образца получали
вычитанием широкой компоненты фонового из-
лучения с использованием процедур сглажива-
ния и фитизации полиномом 25-й степени с по-
мощью компьютерной программы Origin 6. Реги-
страцию спектров проводили с максимальным
уровнем полезного ИК-сигнала и минимальным
влиянием фонового излучения от нагретых по-
верхностей. Оптимальные условия регистрации
спектров задавали программно. Видимый свет в
виде паразитных засветок отсекали оптическими
фильтрами и германиевым фильтром, установ-
ленным на входном окошке ИК-приемника. 

То, что в этих условиях резонансного погло-
щения ретинальным хромофором бактериоро-
допсин может излучать ИК-радиацию в среднем
ИК-диапазоне (4000–400 см–1) [68–70], подтвер-
дили также другие авторы [71–74].

В процессе исследования нами было показано,
что многочастотный (широкополосный) види-
мый свет помимо собственной флуоресценции
может возбуждать в пигментах стимулированное
ИК-излучение по механизму комбинационного
типа [70, 75, 76]. В этом случае, как и при вынуж-
денном комбинационном рассеянии, ИК-эмис-
сия наблюдается с теми же самыми резонансны-
ми условиями, которые имеют место при смеши-
вании оптических волн в нелинейной среде [77–
80]. Возможность процесса нелинейного оптиче-
ского смешивания при использовании некоге-
рентного источника была показана еще в 1965 г.
[81]. Хотя вероятность такого процесса не столь
велика, особенно при использовании низкоин-
тенсивных источников света, чувствительность
современных ИК-Фурье-спектрометров вполне
достаточна, чтобы надежно регистрировать спек-
тры ИК-эмиссии в этих условиях. Спектры сти-
мулированной ИК-эмиссии могут быть получены
в нерезонансных и резонансных условиях. В по-
следнем случае можно получить значительное
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усиление сигнала (более чем в десять раз) [82].
Извлекаемая из спектров ИК-эмиссии структур-
ная информация аналогична той, что извлекается
из спектров ИК-поглощения и комбинационного
рассеяния, поскольку и в том и другом случае на-
блюдаются те же самые колебательные моды [61,
83]. 

В данной работе представлены результаты экс-
периментов по селективному возбуждению от-
дельных репортерных групп в лизине с целью де-
монстрации возможностей метода в получении
информации об энергетических состояниях и ме-
ханизмах диссипации поглощенной энергии.

В этих экспериментах в качестве внешнего ис-
точника света использовали глобар, излучение
которого пропускали через инфракрасные узко-

полосные фильтры (рис. 4). Образцы лизина бы-
ли использованы в виде пленок. 

Линейная структура молекулы лизина прояв-
ляла заметную чувствительность к частотам воз-
буждающего света. Получаемый избыток
колебательной энергии в лизине напрямую не пе-
реизлучался акцептирующей модой, а перерас-
пределялся между модами. Характер перераспре-
деления полученного избытка колебательной
энергии и величина сигнала ИК-эмиссии зависе-
ли не столько от величины получаемого избытка
энергии, сколько от специфики самой акцепти-
рующей моды (см., например, рис. 5), что, по-ви-
димому, определяется характером внутримолеку-
лярного взаимодействия между модами.

Рис. 2. Спектр ИК-эмиссии бактериородопсина в пленке (а) и водном растворе (б). Спектры записаны с
использованием видимого света, попадающего в резонанс с полосой электронного поглощения хромофорного
ретиналя (λmax = 568 нм), тем самым обеспечивающего избирательность процесса по отношению к ретинальному
хромофору. Спектры записаны при комнатной температуре с накоплением 400 сканов и спектральном разрешением
4 см–1. Курсивом отмечены колебания хромофорного ретиналя (см–1), обычным шрифтом – колебания белка. 
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Так, при использовании полосового фильтра,
максимально пропускающего при 936 см–1 в
спектральном интервале шириной 134 см–1 в ИК-
спектре излучения (рис. 5а), наблюдается целый
ряд полос, наиболее сильные из которых – возле
669 см–1 (СОО–)деф., 794 см–1 (СОО–)деф.,
1221 см–1 (С–ОН)деф., 1336 см–1 (СН2)деф. и
2826 см–1 (валентные (СН)СН-колебания). В то
же время при использовании полосового филь-
тра, максимально пропускающего при 1007 см–1 в
спектральном интервале шириной 32 см–1, где
акцептирующей модой являются валентные ко-
лебания С–С-группы, в ИК-спектре излучения
(рис. 5б) наблюдаются полосы, наиболее сильные
из которых находятся возле 674 см–1 (СОО–)деф.,
1600 см–1 (NH3

+)asдеф., 1884, 2280 и 2882 см–1.
Высокочастотные полосы 1884, 2280 и 2882 см-1

попадают в область составных частот и обертонов
валентных колебаний С–Н-групп. Хотя во вто-
ром случае мощность падающего света была по-
чти в три раза ниже, интенсивность ИК-спектров
(рис. 5а и 5б) была практически одинаковой.

В то же время при использовании полосового
фильтра, максимально пропускающего излуче-
ние при 1240 см–1,в спектральном интервале ши-
риной 162 см–1 интенсивность ИК-спектра
(рис. 5в) была ниже при более высокой мощности
падающего света. В этом случае зондирующий
луч попадал в область крутильных СН2-групп. В
спектре ИК-излучения наблюдались полосы,

имеющие другое относительное распределение
интенсивности по сравнению со спектрами
(рис. 5а и 5б). Среди них наиболее сильными яв-
ляются полосы возле 674 см–1 (СОО–)деф,
821 см–1 (не отнесена) см–1, 911 см–1 (не отнесе-
на), 1186 см–1 (СН2)деф, 1401 см–1 (СОО–), ши-
рокая полоса с максимумом возле 1860 см–1 и уз-
кая полоса 2123 см–1 . Эти две высокочастотные
полосы попадают в область составных частот и
обертонов валентных колебаний С−Н-групп.
Аналогично, спектры на рис. 5г и 5д демонстри-
руют большой набор полос, относительное рас-
пределение интенсивности между которыми от-
личалось от того, что наблюдали выше. Интерес-
но, что во всех рассмотренных случаях
рассеивание колебательной энергии происходи-
ло преимущественно с участием СН- и СОО-
групп, а не NH3

+. При этом в спектрах можно ви-
деть, что перенос энергии происходит не только в
направлении от высокочастотных высоких коле-
баний на более низкие по энергии низкочастот-
ные колебания, но и, наоборот, с низкочастотных
колебаний происходит перенос энергии на бóль-
шие по энергии высокочастотные колебания.
Фактически в этих экспериментах в молекуле ли-
зина наблюдалось движение энергии не только
вниз, как при механизме ступенчатого размена
энергии, но и вверх, что возможно только при на-
личии в молекуле тесного ангармонического вза-
имодействия между модами [87–89]. За счет этого
возбуждение какого-либо локального колебания
было способно «активировать» достаточно боль-
шое число колебательных мод, частоты которых

Рис. 3. (а) – Схема установки, используемой для возбуждения эмиссии;  (б) – схематическое изображение
регистрируемых спектров.  Регистрация ИК-спектров эмиссии проводится с помощью охлаждаемых жидким азотом
низкотемпературных ртуть-кадмий-теллуровых приемников. 
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локализованы в широком спектральном диапазо-
не, включая область «отпечатков пальцев», низ-
ких частот и область обертонов. Этот результат
представляется особенно важным, поскольку он
показывает, что небольшое по энергии колеба-
тельное возбуждение равновесной структуры мо-
лекулы вполне достаточно для того, чтобы изме-
нить подвижную геометрию лизина, вовлекая ее

во множество разнообразных колебательных дви-
жений, многие из которых могли совершаться с
большой амплитудой. Участие большого числа
колебаний в релаксационном процессе является
отображением легкого преодоления энергетиче-
ских барьеров в распространении энергии и вы-
сокой подвижности структуры молекулы лизина
в колебательно-возбужденном состоянии. Лизин,

Рис. 4. Характеристики ИК-фильтров, используемых для возбуждения молекулы лизина разными участками ИК-спектра. 
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как известно, присутствует практически во всех
активных центрах белков и ферментов, и такая
лабильность его структуры имеет большое значе-
ние для проявления биологической активности
лизина. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты показали, что воз-

можность регистрации с помощью ИК-Фурье-
техники слабой ИК-эмиссии представляет собой
простое и в то же время чувствительное средство

Рис. 5. Спектр ИК-эмиссии L-лизина гидрохлорида в диапазоне 2000–700 см–1, записанный при освещении узкими
участками среднего ИК-диапазона. Отнесение полос в спектре проводили на основе данных работ [5, 31, 84–86]. 



ЭМИССИОННАЯ ИК-ФУРЬЕ-СПЕКТРОСКОПИЯ 15

БИОФИЗИКА  том 65  № 1  2020

получения химической и структурной информа-
ции о биологических молекулах. Инфракрасная
эмиссионная спектроскопия с преобразованием
Фурье как биофизический метод может быть осо-
бенно полезен при изучении механизма фотофи-
зических и биохимических реакций.
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Fourier Transform Infrared Emission Spectroscopy 
in the Studying of Biological Molecules
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Infrared spectroscopy is a powerful analytical tool that is yet to be fully developed in relation to biological sys-
tems. Previously, this method has been successfully used to analyze the secondary structure. This mini-review
shows the latest advances in the study of proteins using the Fourier transform infrared technique. The appli-
cation of Fourier transform infrared emission spectroscopy to the study of photophysical and photochemical
reactions in photoreceptor proteins is discussed.
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Целью работы является выбор блокирующего белкового агента для проведения быстрого и чувстви-
тельного иммунохимического анализа с использованием метода SERS (поверхностно-усиленной
рамановской спектроскопии). Для усиления сигнала рамановского рассеяния света от белковых
структур использована оптимизированная наноостровковая металл-диэлектрическая SERS-струк-
тура, а для измерения спектров усиленного оптического отклика использовался рамановский спек-
трометр с широким выходным лазерным пучком с длиной волны 532 нм. В результате проведенной
работы были оптимизированы SERS-подложки для получения высокоинтенсивного поверхностно-
усиленного рамановского рассеяния света от используемой в исследованиях метки (ТРИТЦ – тет-
раметилродамина изоцианат), также были изучены параметры адсорбции белков, традиционно ис-
пользуемых в твердофазном иммунохимическом анализе, и выбраны оптимальные – бычий сыво-
роточный альбумин и казеин. Показано, что при адсорбционном взаимодействии белка и SERS-по-
верхности действуют закономерности, описанные в классической адсорбционной теории. 

Ключевые слова:  рамановское рассеяние света, SERS, биосенсор, иммунохимический анализ, адсорбция
белков. 
DOI: 10.31857/S0006302920010020

В последнее время области и объемы исполь-
зования рамановской спектроскопии стреми-
тельно расширяются. Этот вид оптической спек-
троскопии является уникальным и мощным ин-
струментом для осуществления неразрушающего
экспресс-метода в целях идентификации химиче-
ских веществ и фармацевтических препаратов [1],
обнаружения взрывчатых [2] и наркотических ве-
ществ [3], клинического исследования биологи-
ческих тканей и жидкостей [4], медицинской ди-
агностики состояния тканей [5] и др.

Главная причина рамановского рассеяния све-
та в веществах заключается в том, что свет – это
электромагнитная волна, в высокочастотном

электрическом поле которой происходят осцил-
ляции дипольного момента молекул. Все органи-
ческие молекулы имеют характерные наборы
низкочастотных колебаний. Низкочастотное
внутримолекулярное колебание атомов модули-
рует высокочастотное колебание осциллирующе-
го (и поэтому излучающего) дипольного момента
молекул. Из-за этого в спектре рассеянного света
появляются частотные компоненты, сдвинутые
относительно частоты лазерного излучения на ха-
рактерные частоты внутримолекулярных колеба-
ний. Этот рамановский сдвиг позволяет одно-
значно распознавать разнообразные вещества.

Однако чувствительность рамановских мето-
дов детектирования различных молекулярных
субстанций является чрезвычайно низкой, так
как вероятность стоксовой компоненты раманов-
ского рассеяния света составляет 10–6, что ставит

Сокращения: SERS – surface-enhanced Raman scattering (по-
верхностно-усиленная рамановская спектроскопия),
БСА – бычий сывороточный альбумин, ТРИТЦ – тетра-
метилродамина изоцианат.

УДК 577.322.9
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под сомнение возможность использования рама-
новской спектроскопии для детектирования низ-
ких концентраций веществ. Эту ситуацию можно
радикально изменить, если исследуемые молеку-
лы нанести, к примеру, вблизи границы раздела
металла и диэлектрика, на которой формируются
поверхностные плазмон-поляритоны и происхо-
дит фокусировка электромагнитного излучения
вблизи границы раздела этих сред. При взаимо-
действии молекул веществ, находящихся на таких
поверхностях, с усиленным электромагнитным
полем происходит значительное увеличение ин-
тенсивности рамановского рассеяния света – в
105–107 раз [6]. Это явление называется поверх-
ностно-усиленным рамановским рассеянием
света (в англоязычной литературе SERS – surface-
enhanced Raman scattering) и используется при со-
здании биосенсоров. Эти биосенсоры являются
чрезвычайно перспективными для решения задач
по высокочувствительному и быстрому детекти-
рованию белковых молекул при проведении им-
мунохимического анализа [7]. Применение
SERS-репортеров, т. е. молекул, обладающих ин-
дивидуальным высокоинтенсивным раманов-
ским спектром, в качестве маркеров исследуемых
белков способствует дополнительному усилению
сигнала [8].

Оптимизация методов иммунного анализа с
использованием SERS-биосенсоров особенно
актуальна для создания чувствительной, селек-
тивной и быстрой диагностики различных пато-
генов, что имеет первостепенное значение при
обеспечении экологической и биологической
безопасности, а также в случаях, требующих не-
отложной медицинской помощи. SERS-биосен-
соры можно рассматривать как хорошую альтер-
нативу широко применяемым в настоящее время
методам твердофазного иммуноферментного
анализа, которые, к сожалению, не являются экс-
пресс-методами.

При создании высокочувствительной методи-
ки детектирования белков на основе поверхност-
но-усиленного рамановского рассеяния света в
первую очередь необходимо выбрать длину вол-
ны лазерного излучения. Важность правильного
выбора обусловлена несколькими причинами.
Возбуждение рамановского рассеяния света вы-
сокочастотным лазерным излучением по сравне-
нию с низкочастотным излучением имеет на по-
рядок большую эффективность вследствие выра-
женной частотной зависимости рамановской
активности молекул. Кроме этого, чувствитель-
ность (квантовая эффективность) кремниевых
матриц-детекторов является функцией длины
волны излучения. Максимум их чувствительно-
сти приходится на диапазон 450–550 нм. К тому
же при фотовозбуждении с длинами волн 350–

500 нм помимо рамановского сигнала возникает
интенсивная фотолюминесценция, которая пре-
пятствует надежному измерению рамановского
рассеяния света. Самый простой способ подавле-
ния сигнала фотолюминесценции заключается в
уменьшении энергии фотонов накачки (ниже ха-
рактерной ширины запрещенной зоны молеку-
лы). И наконец, чувствительность рассматривае-
мого метода может быть значительно увеличена
за счет эффектов резонансной рамановской спек-
троскопии. Традиционные наноостровковые ме-
талл-диэлектрические SERS-подложки имеют
пик плазмонного поглощения на длинах волн
450–600 нм. По этим причинам наиболее целесо-
образным представляется использование лазер-
ного излучения в диапазоне длин волн 500–
550 нм для детектирования SERS-сигналов ис-
следуемых веществ.

После выбора длины волны лазерного излуче-
ния второй важной задачей в процессе создания
метода иммунохимического анализа на основе
SERS-эффекта является подбор блокирующего
агента. При проведении теста свободные сайты
на поверхности твердой фазы, не связанные с
анализируемым антигеном, могут неспецифиче-
ски фиксировать меченые антитела, что приводит
к повышению фонового сигнала. Для предотвра-
щения неспецифического связывания после им-
мобилизации на твердую фазу аналита проводят
обработку нейтральными для теста веществами –
блокирующими агентами.

К блокирующим агентам предъявляются сле-
дующие требования:

– отсутствие конкуренции с антигеном за цен-
тры адсорбции на поверхности;

– отсутствие маскирующих для антител
свойств;

– большая аффинность к поверхности по
сравнению с антителами;

– инертность по отношению к антителам, от-
сутствие перекрестного взаимодействия.

Приемлемый блокирующий агент подбирает-
ся для конкретного исследования в процессе оп-
тимизации методики. Широкое распространение
в иммуноферментном анализе получили такие
вещества, как бычий сывороточный альбумин
(БСА) [9], казеин [2], обезжиренное молоко [10] и
ряд других. В случаях, когда аналитический от-
клик сильно зависит от расстояния между SERS-
репортером и поверхностью с плазмонными
свойствами [6], на которой образуется иммунный
комплекс, рекомендуется применять в качестве
блокирующих агентов низкомолекулярные веще-
ства, например глутатион [11] и подобные ему со-
единения, содержащие амино- или сульфгид-
рильную группы.
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Ключевым моментом при создании метода
иммунного анализа является изучение адсорбции
его компонентов. На сегодняшний день суще-
ствует множество работ, посвященных адсорбци-
онному взаимодействию белков с различными
поверхностями (кремнезем, силикагель, различ-
ные пластики для иммуноферментного анализа)
и влиянию условий адсорбции [12,13]. Известны
модели адсорбции белков из одно- и многоком-
понентных систем, созданные на основании тео-
ретических расчетов уравнения Лэнгмюра и на
многочисленных экспериментальных данных
[14]. В этой работе представлена обширная теоре-
тическая база для понимания процессов адсорб-
ции белков из растворов на поверхности твердых
фаз различной природы (пластик, стекло и др.).
Выкладки с описанием возможных процессов
взаимодействия белков с поверхностью, заслужи-
вающие особого внимания в рамках нашей ста-
тьи, представлены на рис. 1. 

Из представленных на рис. 1 данных автор де-
лает вывод, что при отсутствии белок-белкового
взаимодействия на поверхности сорбента адсорб-
ция белка соответствует изотерме Лэнгмюра и
гладкой кинетической кривой (рис. 1а). В случае
если молекулы белка обратимо адсорбируются в
одном конформационном (или ориентационном)
состоянии, но затем часть из них может перейти в
необратимо адсорбированное состояние
(рис. 1б), кинетическая кривая также соответ-

ствует изотерме Лэнгмюра, однако толщина бел-
кового слоя на поверхности твердой фазы вслед-
ствие переориентации молекул становится мень-
ше. Изменение ориентации молекулы с
увеличением площади адсорбции приводит к уве-
личению десорбции белка (рис. 1в), что соответ-
ствует наличию локального максимума на кине-
тической кривой и уменьшению толщины белко-
вого слоя на поверхности твердой фазы. И
наконец, когда все адсорбированные молекулы,
изменяя конформацию, переходят в необратимо
адсорбированное состояние (рис. 1г), кинетиче-
ские кривые имеют не пологий наклон, как в
классической кривой, а скорее похожи на пря-
мую, меняющую угол наклона [14]. Таким обра-
зом, при создании метода анализа белковых
структур, в котором существенную роль играют
адсорбционные процессы, необходимо правиль-
но выбрать эффективный блокирующий агент,
изучить его адсорбцию как индивидуально, так и
в присутствии других иммунореагентов для пони-
мания их взаимодействия друг с другом на по-
верхности в условиях эксперимента.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
1. Для измерения спектров рамановского рассея-

ния света использовали рамановский спектрометр
EnSpectr SERS R532 (Enhanced Spectrometry, США)
с широким выходным лазерным пучком, который за
одно измерение проводил усреднение сигнала со

Рис. 1. Возможные процессы взаимодействия белков с поверхностью с соответствующими им изотермами и
кинетическими кривыми адсорбции [14]. Г – количество адсорбированного белка; Δс – количество необратимо
адсорбированного белка; d – толщина белкового слоя. 
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всей площади SERS-зон (4 мм2) и тем самым мини-
мизировал ошибку измерения, связанную с неодно-
родностью распределения молекул по поверхности
подложки. Длина волны лазерного излучения со-
ставляла 532 нм, мощность – 30 мВт, спектральный
диапазон – 100–4000 см–1, спектральное разреше-
ние – 6 см–1.

2. SERS-структуру для детектирования белко-
вых структур в низких концентрациях формиро-
вали на поверхности кремния с выращенным
слоем оксида кремния SiO2 с помощью установки
вакуумного термического напыления NANO 38
(скорость напыления серебра – 0,4 Å/с, толщина
эквивалентной пленки 60 Å) и последующим тер-
мическим отжигом при температуре 120°С в тече-
ние 6 мин.

3. БСА, папаин и флуоресцентный краситель
тетраметилродамина изоцианат (ТРИТЦ) полу-
чены от компании Sigma-Aldrich (США), а казеин
от компании Serva (Германия).

4. Меченые белки синтезировали в соответ-
ствии со стандартной методикой [15].

5. Адсорбцию меченых белков (БСА, казеин,
папаин) проводили погружением подложки в их
растворы с концентрацией 0,1 мг/мл в физиоло-
гическом фосфатном буфере (рН 7,4). После экс-

позиции проводили промывку дистиллирован-
ной водой, подложку высушивали на воздухе и
измеряли SERS-сигнал (по пику ТРИТЦ при
1640 см–1). Процедуру повторяли до достижения
суммарного времени адсорбции 60 мин.

6. Десорбцию белков проводили погружением
подложки с иммобилизованным меченым белком
(сигнал предварительно измеряли) в раствор три-
тона Х-100 с концентрацией 0,2% в фосфатном
физиологическом буфере, подложку выдержива-
ли определенное время, ополаскивали дистилли-
рованной водой от избытка буфера, высушивали
на воздухе, после чего проводили измерение сиг-
нала. Процедуру повторяли до достижения сум-
марного времени десорбции 60 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ
По разработанной нами методике были полу-

чены и охарактеризованы серебряные SERS-суб-
страты на основе оксида кремния. Результаты
этой работы представлены на рис. 2.

Как видно на фотографии (рис. 2а), при напы-
лении серебра толщиной эквивалентной пленки
60 Å с последующим термическим отжигом под-
ложки при 120°C поверхность SERS-зон покры-
валась серебряными гранулами, средний размер

Рис. 2. (а) – Микрофотография поверхности островковой SERS-подложки, полученная на сканирующем электронном
микроскопе; (б) – гистограмма распределения наночастиц по размерам; (в) – спектр поглощения SERS-подложки; (г) –
SERS-спектр ТРИТЦ на полученной подложке. 
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которых в плоскости подложки составлял 23 нм
(рис. 2б), средняя высота гранул – 8 нм, средний
зазор между ними – 22,5 нм. Диэлектрические
проницаемости серебра и оксида кремния обес-
печивают подстройку пика плазмонного погло-
щения (рис. 2в) данной SERS-структуры (560 нм)
вблизи длины волны выбранного нами лазерного
излучения (532 нм). Нанесенное на подложку ве-
щество ТРИТЦ показало высокоинтенсивный
усиленный сигнал рамановского рассеяния света
(рис. 2г).

Таким образом, полученные SERS-подложки
удовлетворяют требованиям по дисперсности ча-
стиц по форме и размеру, а также дают равномер-
ное распределение кластеров по поверхности.
Спектр поверхностно-усиленного рамановского
рассеяния света от используемого в исследовани-
ях красителя показывает хорошую интенсив-
ность.

Для выбора блокирующего агента, пригодного
для последующего создания метода иммунного
анализа с использованием SERS-детекции, изу-
чали параметры адсорбции некоторых белков,

традиционно используемых в твердофазном им-
муноферментном анализе. Результаты этого ис-
следования представлены на рис. 3.

Из данных рис. 3а следует, что БСА соответ-
ствует адсорбционной модели, представленной
на рис. 1в. Сначала под действием градиента кон-
центрации на подложку адсорбируется макси-
мальное количество белка. Однако большая часть
белковых молекул адсорбирована обратимо. Да-
лее следуют конформационные изменения бел-
ковых молекул на поверхности подложки или их
переориентация относительно поверхности вви-
ду геометрической анизотропии. В результате
действия того или иного процесса происходит де-
сорбция обратимо связанных молекул с поверх-
ности подложки и на кинетической кривой ад-
сорбции наблюдается локальный максимум. Па-
паин ведет себя по классической модели
адсорбции Лэнгмюра (рис. 1а), что говорит о том,
что большинство молекул связано с SERS-под-
ложкой обратимо. Казеин ведет себя согласно
модели, близкой к рис. 1в. Наличие локального
максимума на кинетической кривой адсорбции

Рис. 3. (а) – Кинетические кривые адсорбции белков, (б) – кинетические кривые десорбции БСА, (в) – кинетические
кривые десорбции папаина, (г) – кинетические кривые десорбции казеина. 
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казеина можно связать с конформационны-
ми/ориентационными перестройками белковых
молекул, переходящих в необратимо связанное
состояние, и частичной десорбцией.

Были поставлены опыты (рис. 3б–г) по де-
сорбции каждого из белков (см. раздел «Материа-
лы и методы», п. 6). Из данных рисунков следует,
что десорбция присутствует в каждом опыте и с
течением времени достигает своего предела, со-
ответствующего необратимо связавшемуся коли-
честву белка. На рис. 3б видно, что при адсорбции
БСА на SERS-подложку в течение 2 мин белок
смывается с подложки интенсивнее, чем при вре-
мени его адсорбции 20 мин. Остаточный сигнал
соответственно составил 65 и 95% от исходного.
На рис. 3в видно, что папаин десорбируется с
подложки одинаково хорошо для обеих точек ад-
сорбционной кривой, остаточный сигнал по от-
ношению к исходному составил 59% в случае
2 мин и 62% – для 20 мин адсорбции. Из рис. 3г
следует, что казеин, аналогично БСА, хорошо
смывается с подложки при времени его адсорб-
ции 2 мин и практически полностью остается
прикрепленным при времени его адсорбции
20 мин. Остаточный сигнал составил 75 и 95 % со-
ответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проделанной работы были полу-
чены SERS-подложки, дающие значительное
усиление рамановского сигнала выбранной для
аналитических целей метки (ТРИТЦ). На них
были изучены адсорбционные свойства белковых
веществ, наиболее часто употребляемых в каче-
стве блокирующих агентов в классическом имму-
ноферментном анализе. Показано, что при
адсорбционном взаимодействии белка и SERS-
поверхности действуют закономерности, описан-
ные в классической адсорбционной теории.

Из полученных данных следует, что при дости-
жении равновесного состояния БСА и казеин яв-
ляются необратимо адсорбированными на по-
верхности SERS-подложек. Интерпретация ки-
нетических кривых адсорбции хорошо
коррелирует с данными по десорбции белков. В
момент времени, когда еще не достигнута точка
локального максимума (2 мин, рис. 3а), суще-
ственная часть белковых молекул адсорбирована
обратимо, а после достижения равновесного со-
стояния практически все молекулы переходят в
необратимо связанное состояния. Приведенные
выше данные по десорбции (рис. 3б,г) подтвер-
ждают это. При адсорбции папаина отношение
необратимо адсорбированных молекул к общему
их числу примерно всегда одинаково и составляет
около 60% вне зависимости от того, достигнуто
состояние равновесия или нет (рис. 3в).

По результатам работы можно сделать вывод о
том, что в качестве блокирующих агентов для им-
мунного анализа с применением SERS-эффекта
предпочтительнее использовать БСА или казеин,
так как высокое удельное содержание необратимо
адсорбированных молекул дает основания пола-
гать, что при постановке метода применяемый бе-
лок не будет частично или полностью вытеснен с
поверхности антителами к исследуемому аналиту.
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Choice of Protein Blocking Agent in Development 
of a Method for Immunochemical Assay Using Surface-Enhanced 

Raman Spectroscopy
 A.Yu. Subekin*, V.I. Kukushkin**, T.I. Novozhilova*, S.P. Mamontov*,

L.V. Kulik**, and R.A. Khrustalev*

*State Research Institute of Organic Chemistry and Technology,
shosse Entuziastov 23, Moscow, 111024 Russia

**Institute of Solid State Physics, Russian Academy of Sciences,
ul. Akademika Ossipyana 2, Chernogolovka, Moscow Region, 142432 Russia

The aim of the work is to choose a protein blocking agent for fast and sensitive immunochemical analysis us-
ing surface-enhanced Raman spectroscopy. An optimized SERS-based metal-dielectric nanostructure was
used to obtain higher enhancement factor of Raman scattering protein molecules, and a Raman spectrometer
with a wide output, imaged with the 532 nm laser line was employed to measure enhanced optical spectra of
molecular adsorbates. Ultimately, SERS-substrates were optimized to obtain high-intensity surface-en-
hanced Raman scattering from the dye used in the studies (Tetramethylrhodamine isothiocyanate). Param-
eters of the adsorption process of proteins typically used in solid-phase immunochemical analysis were ex-
plored, and bovine serum albumin and casein were chosen for optimum assay results. It is shown that the in-
teraction of a protein and SERS substrate during adsorption occurs according to classical theoretical
description of adsorption.

Keywords: Raman scattering, SERS, biosensor, immunochemical analysis, protein adsorption
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В статье поднят вопрос о способности активации системы комплемента амилоидными агрегатами,
в частности амилоидными фибриллами пептидов Aβ(1-40) и Aβ(1-42), обнаруживаемых при болез-
ни Альцгеймера в головном мозге. В 1992 г. на основании данных о колокализации амилоидных
включений и белков системы комплемента в мозгу пациентов с болезнью Альцгеймера было выска-
зано предположение о прямой активации этой системы амилоидами. Впоследствии был опублико-
ван еще ряд работ в пользу такого предположения. В ходе наших исследований эти данные не под-
тверждаются. Так активируют ли амилоиды систему комплемента, а если нет, то что же ее активи-
рует? На эти вопросы авторы пытаются ответить в данной статье. 
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С описания в XVII веке увеличенной селезен-
ки женщины началась история изучения амилои-
дозов – заболеваний, связанных с отложением в
тканях органов амилоидных включений [1]. В
дальнейшем были описаны амилоидозы таких
органов, как печень, почки и ряда других, что по-
служило началом исследования природы данных
заболеваний [1,2].

К настоящему времени известно, что амилои-
ды представляют собой агрегаты/фибриллы пеп-
тида или белка, который претерпел частичное
или полное разворачивание своей аминокислот-
ной цепи и впоследствии дальнейшего сворачи-
вания сформировал неправильную конформа-
цию. В конечном счете пептидные цепи форми-
руют сложную кросс-β-структуру, наделяющую
амилоиды такими свойствами, как нераствори-
мость и устойчивость к протеолизу [3]. Из-за это-
го происходит накопление/отложение амилоидов
и связанные с этим серьезные изменения в мета-
болизме тканей и органов [4], что, как считается,
приводит к развитию амилоидозов.

Более тридцати различных амилоидогенных
белков на сегодняшний день причисляют к тем
или иным заболеваниям у людей [1–3]. Наиболь-
шую известность среди амилоидозов приобрела

болезнь Альцгеймера, которую связывают с на-
коплением в головном мозге амилоидных отло-
жений пептидов Aβ(1-40) и Aβ(1-42) [1–3]. Из-
вестно, что для этого заболевания также харак-
терно интенсивное нейровоспаление, в котором
задействована и система комплемента [5]. 

Система комплемента является частью врож-
денной иммунной системы и состоит из большо-
го количества различных белков плазмы, которые
реагируют друг с другом, чтобы опсонизировать
патогены, и вызывают ряд воспалительных реак-
ций, которые помогают бороться с инфекцией
[4]. Существуют три пути активации комплемен-
та: 1) классический путь, который запускается
антителом или напрямую связыванием компо-
нента комплемента C1q с поверхностью патогена;
2) лектиновый (маннозный) путь, который ини-
циируется маннансвязывающим лектином, нор-
мальным компонентом сыворотки, связываю-
щимся с некоторыми инкапсулированными
бактериями; 3) альтернативный путь, запускаю-
щийся непосредственно на поверхности патогена
[4]. Заключительный итог любого из трех путей
активации комплемента – это образование мем-
бранного атакующего комплекса C5b-9, макро-
молекулы, состоящей из C5-, C6-, C7-, C8- и
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множественных C9-фрагментов системы [4].
Комплекс C5b-9 связывается с клеточной мем-
браной, формируя трансмембранный канал, про-
воцируя свободную диффузию ионов и малых мо-
лекул в клетку и из нее, нарушая клеточный го-
меостаз, что в конечном итоге приводит к лизису
клетки, если на клетке собирается достаточное
количество мембранного атакующего комплекса
[4]. Примечательно, что мембранный атакующий
комплекс также может вызывать лизис соседних
здоровых клеток организма [6].

В 1992 г. были проведены иммуногистохими-
ческие исследования, которые показали, что бе-
лок C1q колокализуется с амилоидными отложе-
ниями Aβ-пептидов в мозге пациентов с болез-
нью Альцгеймера [7]. Было сделано пред-
положение, что Aβ-амилоиды активируют сис-
тему комплемента. Последующие исследования, 
проведенные in vitro, подтвердили возможность 
прямой активации системы комплемента ами-
лоидными фибриллами по классическому пути 
при отсутствии антител [7–14]. Прямая анти-
тело-независимая активация системы компле-
мента фибриллами Aβ-пептидов была продемон-
стрирована и для альтернативного пути [15–17]. 
Кроме того, было показано, что активация ком-
племента фибриллами Aβ-пептидов in vitro при-
водит к образованию C5a – мощного цитокин-
подобного продукта расщепления C5, а также к 
сборке провоспалительного мембранного атаку-
ющего комплекса C5b-9 [12, 15]. Показано, что 
многие белки, входящие в состав системы ком-
племента, включая C1q, C4, C3, C5, C6, C7, C8, 
C9, фрагменты активации C3, C4 и C5b-9, также 
колокализуются с отложениями Aβ и нейрофиб-
риллярными клубками в головном мозге пациен-
тов с болезнью Альцгеймера [10, 12, 18–20]. Исхо-
дя из этих данных, считается, что при данном за-
болевании активация системы комплемента 
усиливает нейровоспалительный процесс вслед-
ствие непосредственного связывания системы 
комплемента с амилоидными фибриллами. Раз-
рабатываются даже новые терапевтические под-
ходы для уменьшения повреждения при нейро-
воспалении от воздействия системы комплемента 
при развитии болезни Альцгеймера [21]. 

Учитывая все вышесказанное и проводя соб-
ственные исследования амилоидной агрегации
мышечного белка титина [22], мы заинтересова-
лись вопросом о возможной антитело-независи-
мой активации системы комплемента амилоида-
ми этого белка. В ходе наших экспериментов не
было обнаружено активации системы компле-
мента аморфными амилоидными агрегатами ти-
тина [23], что, по-видимому, исключает его роль в
развитии воспаления при мышечных амилоидо-
зах. В этих экспериментах в качестве положитель-
ного контроля мы пытались использовать амило-
идные фибриллы пептидов Aβ(1-40) и Aβ(1-42),

которые должны были активировать систему
комплемента. Однако они также не активировали
систему комплемента. Полученные результаты
легли в основу дискуссии о способности актива-
ции системы комплемента амилоидными агрега-
тами, в частности амилоидными фибриллами
пептидов Aβ(1-40) и Aβ(1-42), обнаруживаемых в
головном мозге при болезни Альцгеймера. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В ходе настоящей работы использовали стан-
дартную методику формирования амилоидных
фибрилл пептидов Aβ: синтетические пептиды
Aβ(1-40) и Aβ(1-42) (Sigma, США) были раство-
рены в 100%-м диметилсульфоксиде до концен-
трации 10 мг/мл, после чего разводились биди-
стилированной H2O до концентрации 1 мг/мл, а
затем до 0.3 мг/мл буферным раствором, содер-
жащим 0.1 М трис-HCl, pH 7.4. В таком разведе-
нии образцы двое суток инкубировали при темпе-
ратуре 37°C. Далее амилоидные фибриллы с раз-
личной концентрацией инкубировали в течение
ночи в 96-луночных планшетах при температуре
4°C. Выявление факта формирования амилоид-
ных фибрилл происходило при помощи поликло-
нальных LOC-антител (Millipore, США), специ-
фически связывающихся с амилоидными фиб-
риллами и фибриллярными олигомерами белков.
Процедура проведения твердофазного иммуно-
ферментного анализа для исследования связыва-
ния амилоидных фибрилл с белками системы
комплемента представлена на рис. 1. Для этого
использовали следующие материалы: бычий сы-
вороточный альбумин, белки системы компле-
мента C1q (Sigma, США) и C3b (Millipore, США),
сыворотка крови человека (Millipore, США); пер-
вичные поликлональные антитела кролика про-
тив C1q (Thermo Scientific, США) (1 : 1000) и мо-
ноклональные антитела мыши против C3
(ab11871; Abcam, Великобритания) (1 : 1000); вто-
ричные антитела козла, конъюгированные с ще-
лочной фосфатазой против антител кролика или
мыши (ab6722/ab6790 (1:3000); Abcam, Велико-
британия), раствор NBT/BCIP (Roche, Швейца-
рия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе нашего эксперимента были сформиро-
ваны амилоидные фибриллы пептидов Aβ(1-40) и
Aβ(1-42), что подтверждается их связыванием с
амилоидо-специфическими антителами LOC
(рис. 2а). Исследования по связыванию фибрилл
Aβ-пептидов с белками системы комплемента
(см. схему на рис. 1) как при использовании от-
дельных белков C1q (рис. 2б) и C3b (рис. 2в), так
и сыворотки крови, содержащей эти белки
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Рис. 1. Схема твердофазного иммуноферментного анализа для исследования связывания системы комплемента с
амилоидными фибриллами. Этапы: 1 – фиксация амилоидных фибрилл на пластиковых стенках 96-луночных
планшетов (инкубация в лунках в течение ночи при 4°C); 2 – после блокировки свободных участков планшетов сухим
молоком, разведенным в фосфатном буферном растворе, в течение часа при 37°С в лунки добавляли либо отдельные
белки системы комплемента C1q или C3b в фосфатном буферном растворе, либо содержащую их сыворотку крови
человека, на 2 ч при 37°С; 3 – после трехкратной промывки фосфатным буферным раствором на 1 ч при 37°С
добавляли первичные антитела против белков C1q или C3b; 4 – после трехкратной промывки фосфатным буферным
раствором на 1 ч при 37°С добавляли вторичные антитела против первичных антител. Для визуализации связывания
(стрелка влево) или демонстрации отсутствия связывания (стрелка вправо) исследуемых амилоидных фибрилл с
белками системы комплемента добавляли раствор NBT/BCIP и проводили спектрофотометрическое исследование. В
качестве отрицательного контроля вместо амилоидных фибрилл использовали бычий сывороточный альбумин. 

(рис. 2г,д), не выявили положительной реакции.
Таким образом, в наших экспериментах не выяв-
лена способность амилоидных фибрилл пептидов
Aβ(1-40) и Aβ(1-42) активировать систему ком-
племента. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Результаты наших экспериментов поднимают

вопрос о противоречивости данных, полученных
в разных лабораториях, при исследовании акти-
вации системы комплемента амилоидными агре-
гатами. Мы не подвергаем сомнению то, что
белки системы комплемента действительно коло-
кализуются с амилоидными отложениями/бляш-
ками. Однако стоит помнить, что в состав амило-
идных включений в тканях органов помимо Aβ-
пептидов входят и другие компоненты, например
гликозаминогликаны, аполипопротеин Е, амило-
идный компонент сыворотки P [3]. Но связь с ак-
тивацией системы комплемента была выявлена
только в случае Aβ-пептидов. Полученные
нами результаты свидетельствуют о том, что ами-
лоидные агрегаты титина и пептидов Aβ(1-40) и
Aβ(1-42) не участвуют в активации системы ком-
племента. Тогда что же может ее активировать?
Возможно, что непосредственно микроорганиз-
мы. В подтверждение этому имеются следующие
данные. В мозге больных болезнью Альцгеймера

было обнаружено увеличение популяций бакте-
рий в сравнении с мозгом здоровых людей [24].
Авторы высказали предположение о возможном
вкладе таких микроорганизмов, как Firmicutes,
Actinobacteria и в особенности P. acnes, в развитие
нейровоспаления в мозге больных [24]. Учитывая
предположение об антимикробных свойствах
амилоидных агрегатов [25], колокализация ами-
лоидов и системы комплемента, выполняющих
одну и ту же роль, не кажется неожиданной. Та-
ким образом, вполне вероятно, что не фибриллы
Aβ-пептидов или другие компоненты амилоид-
ных включений, а в большей мере микроорганиз-
мы участвуют в активации системы комплемента
при развитии нейровоспаления у больных болез-
нью Альцгеймера. 

В контексте обсуждаемых результатов также
необходимо упомянуть следующие данные. В
проведенных недавно исследованиях с помощью
криоэлектронной микроскопии было продемон-
стрировано, что выделенные и очищенные ами-
лоидные фибриллы Aβ-пептидов из ткани мозга
пациентов с болезнью Альцгеймера полиморфны
и структурно отличаются от фибрилл, которые
формируются in vitro [5]. В частности, получен-
ные из мозга амилоидные фибриллы Aβ-пепти-
дов являются, как отмечают авторы работы, пра-
возакрученными, а их in vitro аналоги – левоза-
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Рис. 2. Результаты экспериментов с использованием твердофазного иммуноферментного анализа: (а) – твердофазный
иммуноферментный анализ с использованием LOC-антител, детектирующих наличие амилоидных фибрилл в
образцах; (б) – исследование связывания амилоидных фибрилл Aβ-пептидов с изолированным компонентом C1q;
(в) – исследование связывания амилоидных фибрилл Aβ-пептидов с изолированным компонентом С3b; (г) –
исследование активации системы комплемента по классическому пути с использованием сыворотки крови человека;
(д) – исследование активации системы комплемента по альтернативному пути с использованием сыворотки крови
человека. 

крученными [5]. Эти результаты поднимают
актуальный вопрос о целесообразности экстра-

поляции результатов исследований амилоидов,
полученных in vitro, на in vivo системы. 
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On Complement System Activation by Amyloid Aggregates of Aβ(1-40) 
and Aβ(1-42) Peptides: Facts and Assumptions

 E.I. Yakupova*, L.G. Bobyleva*, I.M. Vikhlyantsev*, **, and A.G. Bobylev*, **

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

**Pushchino State Institute of Natural Sciences, prosp. Nauki 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

In this paper, the question has arisen of whether the complement system can be activated by amyloid aggre-
gates, in particular, by the amyloid fibrils of Aβ (1-40) and Aβ (1-42) peptides found in the brains of patients
with Alzheimer's disease. In 1992, based on data on colocalization of amyloid inclusions with proteins of the
complement system in the brains of patients with this disease, it was suggested that this system was directly
activated by amyloids. Then, this assumption had been supported by a number of subsequent studies. In our
research, there is no confirmation of it. Indeed, do amyloids activate the complement system, and if no, what
activates it? We try to answer these questions in this paper.

Keywords:  complement system, amyloids, amyloidoses, Alzheimer's disease
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Конформационная подвижность – одно из важнейших свойств молекулы ДНК. Ярким примером
этой подвижности является образование локально расплетенных участков двойной спирали,
называемых открытыми состояниями ДНК. Такие состояния играют важную роль в процессах
транскрипции, репликации, денатурации. В «нерелятивистском» приближении открытые
состояния ДНК часто моделируют как квазичастицы – кинки, обладающие определенной массой
(mk), скоростью (uk) и энергией покоя (E0k). Если в молекуле ДНК образовалось не одно, а N
открытых состояний, то правомерно поставить вопрос о статистике ансамбля из N кинков ДНК.
Статистические свойства такого ансамбля до сих пор остаются малоизученными. В настоящей
работе мы исследуем эти свойства, опираясь на полученные недавно данные о динамических
характеристиках кинков ДНК. Предположив, что число кинков (N) фиксировано, взаимодействие
между кинками мало и все кинки одинаковые, мы рассчитали статистическую сумму (Zk),
свободную энергию (Fk), функцию распределения скоростей (ρ1(υk), среднюю энергию (εk),
теплоемкость (Cv,k) и энтропию (Sk) ансамбля из N кинков ДНК, а также построили и сравнили
между собой графики температурной зависимости этих характеристик для четырех однородных
последовательностей poly(A), poly(T), poly(G), poly(С) и для последовательности плазмиды pBR322. 

Ключевые слова:  кинки ДНК, статистика ансамбля кинков, статистическая сумма, свободная энер-
гия, энтропия, плазмида pBR322.
DOI: 10.31857/S0006302920010044

Изучая внутреннюю конформационную по-
движность молекулы ДНК, исследователи часто
используют инструменты теоретической физики
и нелинейной математики, включая представле-
ние о кинках, антикинках и бризерах, которые
моделируют нелинейные конформационные воз-
мущения, возникающие в двойной спирали ДНК
в результате воздействия температуры, столкно-
вений с молекулами раствора, действия радиа-
ции, взаимодействия с белками [1–4]. В частно-
сти, бризеры оказались достаточно эффективным
математическим инструментом в исследованиях
процессов денатурации ДНК [5, 6], а кинки – в
исследованиях динамики открытых состояний
ДНК, называемых также пузырьками (bubbles) и
представляющих собой локально расплетенные
участки двойной спирали длиной около десяти
пар оснований, внутри которых водородные свя-

зи между комплементарными основаниями разо-
рваны [7, 8].

Если молекула ДНК достаточно длинная, в
ней могут образоваться не одно, а несколько не-
линейных конформационных возмущений и пра-
вомерно поставить вопрос о статистических
свойствах такого ансамбля. Статистическая зада-
ча особенно важна и интересна, поскольку слу-
жит ключом к интерпретации эксперименталь-
ных данных по рассеянию нейтронов или света
молекулой ДНК [9], а также данных по денатура-
ции ДНК [10]. В случае бризеров такая задача уже
ставилась и решалась [2, 11]. В случае кинков
вопрос о статистике все еще остается мало изу-
ченным. 

Так, в монографии [12] ставился вопрос о ста-
тистике кинков ДНК, а в работе [9] рассматрива-
лась возможность применения статистических
свойств кинков для расчета динамического

УДК 577.323
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форм-фактора рассеяния нейтронов на ДНК.
Однако отсутствие в то время полного набора
данных о динамических параметрах ДНК не дало
авторам возможности в полной мере применить
полученные результаты к реальным последова-
тельностям ДНК. Появление в литературе полно-
го набора данных [13, 14] позволяет сейчас по-но-
вому подойти к решению задачи о статистике ан-
самбля кинков ДНК. Кроме того, за это время
заметно изменилась и сама динамическая модель
ДНК, и методы исследования динамики кинков
[15–19]. Они позволяют в «нерелятивистском»
приближении моделировать кинки как квазича-
стицы, обладающие определенной массой, ско-
ростью и энергией покоя, движущиеся в потен-
циальном поле ДНК с профилем, полностью
определяемом последовательностью оснований
[20, 21]. 

В настоящей работе исследуется вопрос о ста-
тистике ансамбля кинков ДНК с учетом новых
данных о динамических характеристиках ДНК.
Для определенности все расчеты выполняются
для кинков, активированных в плазмиде pBR322,
которая представляет собой небольшую кольце-
вую ДНК, широко используемую в исследовани-
ях генов, а ее компоненты применяются для со-
здания новых плазмид [22]. Последовательность
плазмиды неоднородна. Она содержит 4361 азо-
тистое основание, включая 983 аденинов,
1034 тиминов, 1134 гуанинов и 1210 цитозинов.
Предположив (в первом приближении), что чис-
ло кинков, активированныех в этой последова-
тельности, фиксировано, взаимодействие между
кинками пренебрежимо мало и все активирован-
ные кинки одинаковые, мы рассчитываем стати-
стическую сумму (Zk), свободную энергию (Fk),
функцию распределения скоростей (ρ1(υk), сред-
нюю энергию (εk), теплоемкость (Cv,k) и энтро-
пию (Sk). Полученные результаты сравниваются с
данными о статистических свойствах ансамблей
кинков, активированных в четырех однородных
последовательностях: poly(A), poly(T), poly(G) и
poly(С).

МОДЕЛЬ И ПАРАМЕТРЫ 
В КВАЗИОДНОРОДНОМ ПРИБЛИЖЕНИИ

Для моделирования внутренней динамики мо-
лекулы ДНК воспользуемся уравнением синус-
Гордона: 

Iφtt = K′a2φzz – Vsinφ, (1)

где φ – угловое отклонение азотистого основа-
ния; I – момент инерции; K′ – константа, харак-
теризующая крутильную жесткость сахаро-фос-
фатной цепочки; V – константа, характеризую-
щая взаимодействие между основаниями внутри
пар; a – расстояние между ближайшими парами
оснований. 

В квазиоднородном приближении коэффици-
енты уравнения (1) усредняют по всей длине по-
следовательностей ДНК [13, 20]: 

(2)

где cj = nj/n – концентрация оснований j-го типа
(j = А, Т, G, С); nj – количество азотистых основа-
ний j-го типа; n – общее количество оснований.

С учетом соотношений (2) уравнение (1) пре-
образуется к следующему виду: 

(3)
Мы рассчитали значения коэффициентов

уравнения (3) для последовательности плазмиды
pBR322. Результаты этих расчетов, а также полу-
ченные ранее данные о значениях коэффициен-
тов уравнения (3) для однородных последователь-
ностей poly(A), poly(T), poly(G) и poly(С) [13]
представлены в табл. 1. 

Решение уравнения (3) в виде кинка определя-
ется формулой:

φk(z,t) = 4arctg{exp[(γk/dk)⋅(z – υk⋅t – z0)]}, (4)

где υk – скорость кинка,  – раз-

мер кинка,    –
скорость звука в ДНК.

A A T T G G C C

A A T T G G C C

A A T T G G C C

,
,

,

I I c I c I c I c
K K c K c K c K c
V V c V c V c V c

= + + +
′ ′ ′ ′ ′= + + +
= + + +

2 sin .tt zzI K a V′ϕ = ϕ − ϕ

2 1/2
k ( / )d K a V′=

2 2 1/2
k (1 / ) ,k C −γ = − υ 2 1/2( ' / )C K a I=

Таблица 1. Параметры модели (3)

Вид цепочки  ×10–44, кг · м2  ×10–18, Дж  ×10–20, Н/м a ×10–10, м

poly(A) 7.61 2.35 2.09  3.4
poly(T) 4.86 1.61 1.43 3.4 
poly(G) 8.22 2.27 3.12  3.4
poly(C) 4.11 1.54 2.12  3.4
pBR322 6.14 1.93 2.21  3.4

I K ′ V
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Гамильтониан, отвечающий уравнению (3),
имеет следующий вид:

(5)

Подставив решение (4) в формулу (5), вычис-
лим полную энергию кинка ДНК:

(6)

где  – энергия покоя кинка. 
В «нерелятивистском» пределе, когда скорость

кинка υk мала по сравнению со скоростью звука
C, формула (6) примет следующий вид:

(7)

Из формулы (7) получим массу покоя (mk), ки-
нетическую (Tk) и потенциальную (Uk) энергии
кинка:

(8)

(9)

(10)
Импульс кинка запишем в виде:

pk = mk υk. (11)

Эти динамические характеристики позволяют
предложить простую модель ансамбля кинков
ДНК в виде обычной классической системы, со-
стоящей из N взаимодействующих частиц, обла-
дающих массой mk, импульсом pk и энергией по-
коя E0k.

Мы рассчитали значения основных динамиче-
ских параметров кинков плазмиды pBR322. Ре-
зультаты этих расчетов, а также значения этих па-
раметров для кинков, активированных в одно-

2
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родных последовательностях poly(A), poly(T),
poly(G) и poly(С), представлены в табл. 2. 

Из табл. 2 видно, что массы кинков, активиро-
ванных в рассматриваемых пяти последователь-
ностях, соотносятся следующим образом:

 Видно, что самой большой массой обладают
кинки, активированные в poly(G), а самые «лег-
кие» кинки активируются в poly(C). Из табл. 2
также следует, что энергии покоя кинков соотно-
сятся как:

т.е. кинки, имеющие наибольшую энергию по-
коя, активируются в poly(G),  а наименьшую – в
poly(T). В то же время размеры кинков , активи-
рованных в poly(G) и poly(C) равны, так же как и
равны между собой размеры кинков, активиро-
ванных в poly(A) и poly(T), причем последние
больше чем первые. Размер кинков, активиро-
ванных в плазмиде pBR322, занимает промежу-
точное значение. 

СТАТИСТИЧЕСКИЕ ХРАРАКТЕРИСТИКИ 
АНСАМБЛЯ КИНКОВ ДНК 

Статистическая сумма и функция распределения
Гиббса. В соответствии с законами классической
статистической физики [23] состояние ансамбля
из N кинков ДНК определим набором координат
и импульсов кинков: 

Q = {qk,1,qk,2,...qk,N}, (12)

P = {pk,1,pk,2,...pk,N}, (13)

а статистическую сумму – формулой

(14)

где kB – постоянная Больцмана, а E(P,Q) –

полная энергия ансамбля. 

poly(G) poly(A) poly(pBR322) poly(T) poly(C)
k k k k k .m m m m m> > > >

poly(G) poly(A) poly(pBR322) poly(C) poly(T)
0k 0k 0k 0k 0k ,E E E E E> > > >

B

( , )

k
1 ,

! (2 )

E P Q
k T

N
dPdQZ e

N

−
=

π∫
�

Таблица 2. Динамические параметры кинка

Вид цепочки mk ×10–24, кг E0k ×10–17, Дж dk ×10–8, м

poly(A) 0.226 0.177 0.361

poly(T) 0.211 0.121 0.361

poly(G) 0.253 0.213 0.290

poly(C) 0.186 0.145 0.290

pBR322 0.224 0.165 0.318
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Если число кинков фиксировано, взаимодей-
ствие между ними пренебрежимо мало и все кин-
ки одинаковые, полная энергия ансамбля кинков
ДНК равна

(15)

и формула (14) для статистической суммы ансам-
бля кинков ДНК приобретает следующий вид:

(16)

где L – длина последовательности ДНК.
Другая важная характеристика ансамбля кин-

ков ДНК – функция распределения Гиббса [24]
имеет следующий вид:

(17)

Так как в рассматриваемом приближении кин-
ки ДНК являются статистически независимыми,
то можно записать функцию распределении
Гиббса отдельного кинка ДНК: 

(18)

После замены переменных  в форму-
ле (18), получаем функцию распределения
кинков ДНК по скоростям (распределение Макс-
велла):
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(19)

С помощью рассчитанных выше динамиче-
ских характеристик кинков ДНК (см. табл. 2) мы
построили распределения кинков по скоростям
для случая плазмиды pBR322 и для четырех одно-
родных последовательностей: poly(A), poly(T),
poly(G) и poly(С) (рис. 1). 

Из рис. 1 видно, что функция распределения
имеет форму колокола, самое большое значение
высоты колокола наблюдается для кинков, акти-
вированных в последовательности poly(G), а ми-
нимальное – в последовательности poly(T). Вид-
но также, что кривая, отвечающая распределе-
нию скоростей кинков в плазмиде pBR322,
расположилась между кривыми, относящимися к
кинкам, активированным в poly(A) и в poly(C).
Такое расположение кривых функций распреде-
ления согласуется с соотношениями между зна-
чениями энергий покоя кинков, активированных
в пяти рассматриваемых последовательностях
(см. табл. 2). 

Свободная энергия. Согласно законам класси-
ческой статистической физики [25] свободная
энергия ансамбля кинков в рассматриваемом
приближении будет иметь следующий вид:

(20)

 Графики температурной зависимости свобод-
ной энергии ансамбля кинков, активированных в
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Рис. 1. Функция распределения кинков ДНК по скоростям. Расчеты выполнены при фиксированной температуре
T = 300 К для пяти видов последовательностей ДНК. 
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различных последовательностях ДНК, а также в
последовательности плазмиды pBR322, представ-
лены на рис. 2. При проведении расчетов мы ис-
пользовали модельные значения: L = 1000 пар ос-
нований и N = 10. 

Из рис. 2 видно, что для всех рассматриваемых
последовательностей при повышении температу-
ры T свободная энергия ансамбля кинков ДНК
уменьшается, причем при любом фиксирован-
ном значении температуры самые высокие значе-
ния свободной энергии наблюдаются в случае po-
ly(G), а самые низкие – в случае poly(T). Также
видно, что кривая, отвечающая свободной энер-
гии ансамбля кинков в плазмиде pBR322, распо-
лагается между кривыми, относящимися к ан-
самблям кинков, активированных в poly(A) и в
poly(C), а общее расположение кривых согласует-
ся с соотношениями между значениями энергий
покоя кинков в этих пяти последовательностях
(см. табл. 2). 

Средняя энергия. Средняя энергия ансамбля из
N кинков ДНК определяется следующей форму-
лой [25]:

(21)

Мы построили графики температурной зави-
симости средней энергии ансамбля из N одинако-
вых кинков, активированных в различных после-
довательностях ДНК, а также в последовательно-
сти плазмиды pBR322 (см. рис. 3). 

В отличие от предыдущего случая средняя
энергия ансамбля растет с ростом температуры.
Однако, как видно из рис. 3, в заданном интерва-
ле значений температуры это повышение проис-

ходит очень медленно и практически не заметно.
Что касается взаимного расположения кривых, то
оно такое же, как и предыдущем случае. 

Теплоемкость и энтропия. В рассматриваемом
приближении теплоемкость ансамбля из N кин-
ков ДНК равна константе:

(22)

Для случая с N = 10 теплоемкость ансамбля
кинков равна Cv,k = 0.69×10–22 Дж/К. Очевидно,
что это значение не зависит также и от вида по-
следовательности.

Энтропия ансамбля кинков будет определять-
ся формулой [27]:

(23)

Графики температурной зависимости энтро-
пии ансамбля из N одинаковых кинков, активи-
рованных в различных последовательностях
ДНК, а также в последовательности плазмиды
pBR322, представлены на рис. 4. 

Из рис. 4 видно, что в отличие от двух преды-
дущих графиков, энтропия заметно растет с ро-
стом температуры для всех пяти последователь-
ностей. Однако взаимное расположение кривых
остается таким же, как и предыдущих случаях. 

ОБСУЖДЕНИЕ И ВЫВОДЫ
В данной работе были исследованы статисти-

ческие свойства ансамбля кинков ДНК,  получе-
ны графики температурной зависимости свобод-
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Рис. 2. Свободная энергия ансамбля из N кинков
ДНК. Заштрихованной полосой показан температур-
ный интервал (280…320 K), характерный для боль-
шинства живых систем. Расчеты сделаны для пяти
видов последовательностей ДНК. 

Рис. 3. Средняя энергия ансамбля из N кинков ДНК.
Заштрихованной полосой показан температурный
интервал (280…320 K), характерный для большинства
живых систем. Расчеты сделаны для пяти видов
последовательностей ДНК. 
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ной энергии, средней энергии и энтропии, а так-
же функция распределения кинков ДНК по
скоростям. Эти характеристики были рассчитаны
для случая фиксированного числа одинаковых
кинков и при условии пренебрежимо малого вза-
имодействия между ними. В расчетах были ис-
пользованы новые данные о динамических пара-
метрах кинков ДНК.

Расчеты были проведены для четырех одно-
родных последовательностей: poly(A), poly(T),
poly(G) и poly(С), а также для последовательно-
сти плазмиды pBR322. Показано, что с ростом
температуры свободная энергия ансамбля кинков
уменьшается, а средняя энергия и энтропия уве-
личиваются, причем на одном и том же заданном
интервале температур увеличение энтропии про-
исходит довольно заметно, а увеличение средней
энергии происходит очень медленно (практиче-
ски незаметно). При любой фиксированной тем-
пературе T самые высокие значения этих трех ста-
тистических характеристик наблюдались в случае
poly(G), а самые низкие – в случае poly(Т). Кри-
вые, относящиеся к плазмиде, располагались
между кривыми, рассчитанными для poly(A) и
poly(C). Расчеты показали, что в рассматривае-
мом приближении теплоемкость ансамбля кин-
ков не зависит ни от температуры, ни от вида по-
следовательности, а функция распределения
кинков по скоростям имеет форму колокола, вы-
сота которого достигает максимума при υk = 0.
Самое большое значение высоты наблюдалось в
случае последовательности poly(G), а самое низ-
кое – в случае poly(T), причем кривая, относяща-
яся к плазмиде, всегда располагалась  между кри-
выми, рассчитанными для poly(A) и poly(C). Та-
кое расположение кривых на всех графиках
согласуется с соотношениями между значениями

энергий покоя кинков, активированными в рас-
сматриваемых последовательностях. Это говорит
об определяющей роли значений энергий покоя в
определении взаимного расположения кривых
статистических характеристик ансамблей кин-
ков, активированных в различных последова-
тельностях. 

Следует отметить, однако, что все эти резуль-
таты получены в рамках упрощенной модели
ДНК, которая ограничена рассмотрением только
одного вида внутренних движений ДНК – угло-
вых колебаний азотистых оснований. Другие ви-
ды внутренних движений, такие, например, как
продольные и поперечные смещения оснований,
а также движения сахаров и фосфатов, не учиты-
вались. Еще одно ограничение нашего подхода
связано с использованием квазиоднородного
приближения. В этом приближении учитывается
состав полинуклеотидных цепочек, но не учиты-
вается расположение азотистых оснований в по-
следовательности ДНК. Тем не менее можно
предположить, что изложенные выше методы и
подходы имеют более общее значение и могут
быть успешно использованы для исследования
статистических и динамических свойств молекул
в рамках более сложных и более реалистичных
моделей ДНК. 
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Рис. 4. Энтропия ансамбля из N кинков ДНК. Заштрихованной полосой показан температурный интервал
(280…320 K), характерный для большинства живых систем. Расчеты сделаны для пяти видов последовательностей
ДНК. 
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Dynamic and Statistical Properties of DNA Kinks
 L.A. Krasnobaeva*, ** and L.V. Yakushevich***

*Siberian State Medical University, Moskovsky trakt 2, Tomsk, 634050 Russia

**Tomsk State University, prosp. Lenina 36, Tomsk, 634050 Russia

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

Conformational mobility is one of the most important properties of the DNA molecule. A striking example
of this mobility is the formation of regions of the  locally unwound double helix. This motion is called the
formation of open states of DNA having an important role in the processes of transcription, replication, and
denaturation. In the “nonrelativistic” approximation, the open states of DNA are often modeled as quasipar-
ticles – kinks with a certain mass (mk), velocity (uk) and rest energy (E0k). If there is more than one open state
in the DNA molecule, the question may be raised as to the statistics of an ensemble of the N number of DNA
kinks Statistical properties of the ensemble still remain poorly studied. In this paper, we investigate these
properties based on recent data on the dynamic characteristics of the DNA kinks. It has been assumed that
the N number of kinks is fixed, the interaction between the kinks is small and all kinks are identical. We have
calculated the statistical sum (Zk), the free energy (Fk), the velocity distribution function (ρ1(υk), the average
energy (εk) , the heat capacity (Cv,k), the entropy (Sk) of ensemble of the N number of DNA kinks, as well as
obtained and compared the curves for  temperature dependence relative to  these characteristics for the four
homogeneous sequences: poly(A), poly(T), poly(G), poly(C), and for the sequence of plasmid pBR322.

Keywords: DNA kinks, statistics of an ensemble of kinks, statistical sum, free energy, entropy, plasmid pBR322
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Продолжен цикл исследований тепловых свойств водных кластеров в системах «полисахарид–во-
да» (крахмал, сефадекс G-100) с низким содержанием вымораживаемой воды на примере еще одно-
го модифицированного полисахарида – сефадекса G-25. Данный сефадекс обладает более жесткой
пространственной структурой, по сравнению с сефадексом G-100. Главной особенностью данных,
полученных для сефадекса G-25 методом дифференциальной сканирующей калориметрии, являет-
ся дублетная структура кривой плавления кластеров воды, что свидетельствует о бимодальном ха-
рактере их распределения по размерам. Наблюдаемое уменьшение температур и теплот плавления
и кристаллизации водных кластеров с понижением влажности сефадекса G-25, как и в случае дру-
гих полисахаридов, является типичным проявлением размерного эффекта для наносистем. При
этом между температурами ΔТ = Тпл − Ткр, и теплотами ΔQ = Qпл − Qкр, этих переходов существует
гистерезис, что также характерно для низкоразмерных систем. Установлено, что в системе класте-
ров закристаллизованной переохлажденной воды в сефадексе G-25 с низкой влажностью при на-
гревании могут происходить процессы их трансформации (докристаллизация, реорганизация, из-
менение размеров) как ниже интервала плавления, так и внутри него, что свидетельствует о нерав-
новесности исходного набора нанокластеров. Показано, что уменьшение Vнагр, а также отжиг
внутри интервала плавления приводят к перераспределению кластеров по размерам и, согласно
установленному размерному эффекту, к увеличению теплоты плавления. Вместе эти факты указы-
вают на то, что неравновесность первоначально образованных при охлаждении кластеров и как
следствие их способность к трансформации при повышении температуры безусловно играют важ-
ную, если не определяющую, роль в проявлении гистерезиса в тепловых свойствах нанокластеров
воды.  

Ключевые слова: калориметрия, нанокластеры воды, сефадексы, кристаллизация, плавление,
трансформация, размерный эффект, гистерезис.
DOI: 10.31857/S0006302920010056

Исследование различных физико-химических
свойств низкоразмерных кластеров (наночастиц)
в настоящее время является одной из приоритет-
ных областей естественных наук (см., например,
обзор [1] и многочисленные ссылки в нем). Су-
щественное увеличение отношения поверхности
к объему в случае наночастиц по сравнению с
макрообъектами наделяет их целым комплексом
специфических свойств, отличающихся от
свойств объемного вещества. Помимо чисто на-
учного, огромный практический интерес к изуче-

нию наночастиц обусловлен широким успешным
использованием их уникальных свойств в техно-
логии изготовления разнообразных быстродей-
ствующих электронных устройств, а также при
создании принципиально новых материалов.

Первые исследования влияния размерных эф-
фектов на тепловые свойства наночастиц были
проведены еще в начале прошлого века [2]. В
1970-80-е годы большое внимание уделялось за-
висимости температуры плавления неравновес-
ных ламеллярных нанокристаллов синтетических
полимеров от их размеров [3–8]. В последние де-
сятилетия исследования связи температуры плав-

Сокращениe: ДСК – дифференциальная сканирующая
калориметрия.

УДК 577.3
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ления, реже – теплоты плавления, с размерами
кластеров составляют лишь незначительную
часть от общего объема работ, посвященных в ос-
новном электронным и оптическим свойствам
наночастиц металлов и простых соединений (см.,
например, работы [9–13]). В настоящее время
тепловые свойства наночастиц активно изучают-
ся методами компьютерного моделирования [14–
19]. Кроме того, большое внимание уделяется
экспериментальным исследованиям наночастиц,
внедренных в твердотельные матрицы [20–23]
или сформированных на специально выбранной
твердой подложке [24–26]. Особое место при
этом занимают работы, в которых рассматрива-
ются кластеры (наночастицы), включенные не в
твердотельные, а в гибкие подвижные матрицы
[27–36]. Однако количество таких исследований
невелико. 

Предлагаемая работа относится именно к чис-
лу последних. В качестве гибкой матрицы здесь
рассматриваются биополимеры (различные по-
лисахариды) при температурах выше температур
их стеклования, а внедренными в них малораз-
мерными частицами являются водные кластеры.
В работе продолжен цикл проведенных нами ра-
нее исследований методом дифференциальной
сканирующей калориметрии (ДСК) тепловых
свойств переохлажденной воды, диспергирован-
ной во влажных природных и модифицирован-
ных полисахаридах [36–39].

К настоящему времени надежно установлено,
что в биополимерах различных классов (белки,
ДНК, полисахариды), содержащих лишь не-
сколько процентов вымораживаемой воды, теп-
ловые свойства водных кластеров демонстрируют
размерный эффект [27–39]. Как и в случае метал-
лических кластеров или наночастиц в твердотель-
ных матрицах (см., например, работы [25, 26, 40,
41]), температура и теплота плавления водных
кластеров в биополимерах зависят от размеров,
заметно понижаясь с их уменьшением. 

Более того, при ДСК-исследовании тепловых
свойств водных кластеров двух систем «полисаха-
рид–вода» (крахмалы и сефадекс G-100) [36–39]
путем последовательной регистрации на одном и
том же образце процессов плавления и кристал-
лизации вымораживаемой воды нами было уста-
новлено различие как между температурами, так
и между теплотами этих переходов, т. е. суще-
ствование, как и в других наносистемах [42–45],
гистерезиса между этими процессами. Отметим,
что хотя этот эффект многократно наблюдался
для низкоразмерных частиц металлов и простых
соединений, общепринятых представлений о
причинах возникновения гистерезиса в тепловых
свойствах нанокластеров до сих пор не существу-
ет, в литературе появляются лишь отдельные
предположения. Различие между термическими
параметрами кристаллизации и плавления нано-
частиц, отсутствующее в макроскопическом ве-

ществе, предсказывается, в частности, теоретиче-
скими исследованиями [14, 15]. В качестве основ-
ной причины появления гистерезиса при этом
рассматривается сосуществование жидкой и
твердой фаз в температурной области перехода
[42–44]. В ряде работ в качестве причины наблю-
даемого гистерезиса выдвигается существующее
распределение кластеров по размерам. Именно
эта причина возникновения гистерезиса, экспе-
риментально наблюдаемого в зависимостях раз-
личных свойств металлических и органических
нанокластеров от температуры при плавлении-
отвердевании, предложена в работах [45, 46]. 

Информация, изложенная выше, относится к
наночастицам, состоящим из низкомолекуляр-
ных веществ и погруженным в среду, отличающу-
юся от них по химическому составу. Другая ситу-
ация возникает в случае включения низкоразмер-
ных кластеров в матрицы того же химического
состава. Это относится к многочисленным иссле-
дованиям тепловых свойств частично-кристалли-
ческих синтетических полимеров, в которых кри-
сталлиты погружены в аморфную среду этого же
полимера. В работах [3–8] было установлено, что
в интервале плавления исходных кристаллитов
наномерного масштаба происходит их реоргани-
зация. Тот факт, что кристаллиты находятся в
среде, абсолютно идентичной им по химическому
составу, позволил для оценки их размеров ис-
пользовать известную формулу Гиббса–Томсона
[35]. В наиболее ярких случаях реорганизация
проявляется в виде четко выраженных дублетных
кривых плавления, причем соотношение компо-
нент такого дублета зависит от условий нагрева-
ния [3–8]. При этом во всех обсуждаемых работах
реорганизация рассматривается как следствие
неравновесности исходных кристаллитов, обра-
зовавшихся при значительном переохлаждении
относительно температуры плавления. 

Исследуемые нами влажные полисахариды
можно рассматривать как промежуточные между
этими двумя типами матриц. В системах полиса-
харид-вода водные кластеры находятся в поли-
мерной матрице, стенки пор которой покрыты
невымораживаемой водой, т. е. кластеры воды
погружены во влажную среду.

В наших работах [37–39], где был эксперимен-
тально установлен гистерезис между процессами
плавления и кристаллизации водных нанокласте-
ров в полисахаридах, было показано, что в ходе
нагревания в закристаллизованной переохла-
жденной воде в температурной области, предше-
ствующей плавлению, также могут происходить
процессы трансформации (реорганизации) ис-
ходных кластеров, образовавшихся при охлажде-
нии. В крахмалах [37, 38] предположение об их
возможной трансформации было выдвинуто на
основании анализа и сопоставления абсолютных
значений теплоемкости биополимера в нативном
и аморфном состояниях. Позже при исследова-



38

БИОФИЗИКА  том 65  № 1  2020

ГРУНИНА и др.

нии тепловых свойств модифицированного по-
лисахарида сефадекса G-100 [39] было показано,
что наблюдаемое на термограммах нагревания
выделение тепла докристаллизации водных кла-
стеров в виде четко выраженного минимума в об-
ласти до начала интервала плавления также явля-
ется непосредственным проявлением их транс-
формации.

В настоящей работе исследование процессов
кристаллизации переохлажденных водных нано-
кластеров и их последующего плавления при ва-
риации термических режимов ДСК-измерений и
влажности образца продолжено на примере еще
одного сефадекса – G-25 – с другой, более жест-
кой по сравнению с G-100, пространственной
структурой полисахаридных цепей. При этом мы
надеялись получить дополнительную информа-
цию о процессах трансформации при нагревании
первоначально закристаллизованных во время
охлаждения водных кластеров и, обобщив с полу-
ченными ранее сведениями, предложить возмож-
ное объяснение причин появления гистерезиса
между термическими параметрами их плавления
и кристаллизации. Как и в случае нанокристалли-
тов полимеров, одной из причин гистерезиса, на
наш взгляд, может быть неравновесность нано-
кластеров воды, формирующихся в системах «по-
лисахарид–вода» с низким содержанием вымора-
живаемой воды.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Измерения выполнены с помощью дифферен-
циального сканирующего калориметра DSC-111
(SETARAM Instrumentation, Франция), чувстви-
тельность которого составляет 3 ∙ 10–5 Дж/с.
Для исследования процессов кристаллизации и
плавления водных кластеров в сефадексах с фик-
сированной влажностью были проведены много-
кратные циклические измерения в режиме охла-
ждения/нагревания в области температур от 25 до
–60°С. Шкала температур калориметра в обоих ре-
жимах сканирования прокалибрована по темпера-
турам реперных веществ – индия, воды и ртути.
Скорость нагревания и охлаждения образцов в
большинстве опытов была одинаковой и равня-
лась 5 град/мин. В отдельных экспериментах ис-
пользовались Vнагр = 1 и 2 град/мин. Введение
температурных поправок, зависящих от Vнагр и
массы образца, в температурной области вне фа-
зовых переходов было проведено в соответствии с
разработанной фирмой-производителем проце-
дурой обработки данных. Процедура введения
поправок к значениям температур максимумов
фазовых переходов, экспериментально получае-
мых в режиме нагревания, подробно описана в
предыдущих работах [36, 37]. С учетом поправок
ошибка в определении температур исследуемых пе-
реходов составила ±1°С (для Vнагр = 5 град/мин).

Ощибка в определении теплоты плавления для
Vнагр = 5 град/мин составляла ±5%, теплоты кри-
сталлизации – ±10%. 

Отметим, что ошибка при определении абсо-
лютных значений теплоемкости, Ср, различается
для режимов нагревания и охлаждения и зависит
от области температур. В режиме нагревания при
температурах выше 0°С она составляла ±5%, в об-
ласти ниже 0°С – ±7,5%. В режиме охлаждения
ошибка в значении Ср составила ±10%. При пони-
жении используемых скоростей нагрева-
ния/охлаждения ошибки при определении Ср
значительно возрастают. В связи с этим представ-
ленные в работе кривые зависимости теплоемко-
сти от температуры для Vнагр = 1 и 2 град/мин по-
лучены в результате усреднения трех термограмм,
зарегистрированных непосредственно друг за
другом. Такая процедура вполне правомерна, по-
скольку ошибка при воспроизведении экспери-
ментальных результатов с помощью DSC-111 на
одном образце с фиксированной влажностью в
несколько раз меньше стандартной ошибки для
разных образцов той же влажности. Добавим, что
воспроизводимость приведенных результатов,
полученных в разное время (иногда с интервалом
один-два года) также очень высока. 

В качестве исследуемого был выбран сефадекс
марки G-25 фирмы «Pharmacia Fine Chemicals,
Швеция». Полученные в работе данные о тепло-
вых свойствах вымораживаемой воды в G-25 со-
поставлены с аналогичными результатами для
G-100 [39]. Как известно, в сефадексах отдельные
цепи полисахаридов сшиты поперечными глице-
риновыми мостиками. G-25 отличается от G-100
большей степенью их связанности [47]. Разная
степень сшивания, приводя к изменению про-
странственной структуры сефадексов, определя-
ет также их различную способность к набуханию
в водной среде. Известно, что водный гель на ос-
нове сефадексов используется в биохимии в каче-
стве молекулярных сит для разделения биополи-
меров по молекулярным массам [48]. Объем пол-
ного набухания сефадекса по отношению к
сухому веществу тем больше, чем меньше в нем
сшивок. При этом каждая глобула сефадекса
представляет собой полимерную матрицу, в кото-
рую внедрены кластеры воды, размер которых
увеличивается с ростом влажности системы. Важ-
но, что эта система полностью проницаема для
молекул воды.

Для исследования тепловых свойств низкораз-
мерных водных кластеров в работе использованы
только начальные степени набухания,
СН2О ≤ 55%. Общее содержание воды, включая
вымораживаемую и невымораживаемую воду, в
исследуемом G-25 варьировало от 10 до 55%. Не-
обходимую концентрацию воды в образцах в раз-
личных экспериментах задавали как с помощью
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их выдерживания во влажной воздушной среде
(до ≈ 40%), так и путем высушивания набухшего
водного геля при Ткомн. Предварительно с помо-
щью вакуумирования контрольных образцов при
Т = 105°С до достижения постоянной массы была
определена исходная влажность препарата, кото-
рая для G-25 составила 9,6%. При приготовлении
образцов сефадекса с разной степенью гидрата-
ции масса исходных сухих образцов во всех случа-
ях была практически одинаковой (∼ 30 мг), что
позволяло считать, что в процессе увлажнения
количество исходных примесей в сефадексе, от
которых сложно избавиться, оставалось неизмен-
ным. Для установления равномерной влажности
образцы, помещенные в стальные герметичные
ампулы, выдерживали в течение суток при ком-
натной температуре. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе получены зависимости от

влажности температур и теплот процессов плав-
ления и кристаллизации включенных в структуру
сефадекса G-25 водных кластеров разного разме-
ра, а также связь между их относительными изме-
нениями. Все закономерности установлены на
основе анализа полученных ДСК-термограмм
охлаждения/нагревания образцов с различной
влажностью (10–55% воды) в широкой области
температур (от –60 до +25°С). При этом помимо
непосредственно плавления и кристаллизации
водных кластеров особое внимание было уделено
процессам, происходящим при нагревании в тем-
пературной области до начала плавления. В рабо-
те также были проведены опыты, демонстрирую-
щие влияние на изучаемые переходы скорости
сканирования по температуре, а также остановки
в ходе ДСК измерения. Полученные для водных
кластеров в G-25 новые данные сопоставлены с
аналогичными результатами для G-100 при близ-
ких влажностях и условиях измерения. 

Принято считать, что наблюдаемая кривая
плавления вымораживаемой воды отражает рас-
пределение водных кластеров по размерам [35–
39]. Однако поскольку в предыдущих исследова-
ниях крахмалов и сефадекса G-100 [38, 39] было
обнаружено, что до начала плавления при нагре-
вании может происходить реорганизация исход-
ных кластеров воды, возникает вопрос, какое
именно распределение фиксируется при тепло-
вом разрушении в интервале перехода – сформи-
рованное первоначально в процессе кристаллиза-
ции при охлаждении или образовавшееся в обла-
сти температур, предшествующей плавлению,
при нагревании. Полученные в работе данные
позволяют, на наш взгляд, внести ясность в этот
вопрос. Ответ на него также связан с пониманием
происхождения гистерезиса между процессами
плавления и кристаллизации водных нанокласте-
ров. 

Дублетная кривая плавления водных кластеров.
Основная особенность полученных для сефадек-
са G-25 калориметрических данных заключается
в том, что наблюдаемые кривые плавления вымо-
раживаемой воды практически при всех рассмот-
ренных влажностях являются бимодальными
(рис. 1), в отличие от соответствующих одномо-
дальных кривых в G-100. В то же время процесс
кристаллизации вымораживаемой воды при
охлаждении для этих же влажностей и в G-25, и в
G-100 проявляется в виде одномодальных кривых
(рис. 1).

Было получено, что два максимума кривой
плавления отчетливо различаются при концен-
трации воды в образце в интервале 38–53%. При
этом интенсивность первого, низкотемператур-
ного пика по величине значительно меньше вы-
сокотемпературного максимума во всем диапазо-
не влажностей.

Начало кривой плавления вымораживаемой
воды характеризует минимальный размер класте-
ров, формирующихся в рассматриваемых систе-
мах. В то же время температура максимума кри-
вой соответствует плавлению кластеров наиболее
вероятного размера. Согласно полученным дан-
ным, в случае G-25 в системе формируются два
набора кластеров с разными наиболее вероятны-
ми размерами. Для оценки этих размеров можно,
как уже упоминалось, использовать формулу
Гиббса–Томсона, поскольку водные кластеры
находятся во влажной матрице полимера, т. е. на-
блюдается их абсолютное смачивание и cosΘ = 1
[35]. Проведенная нами оценка размеров водных
кластеров в G-25 по температуре их плавления
показала, что в зависимости от влажности сефа-
декса в исследуемом диапазоне речь идет о плав-
лении наборов кластеров с двумя наиболее веро-
ятными размерами – ~2 нм и ~5–15 нм.

Полученные дублетные кривые плавления вы-
мораживаемой воды в сефадексе G-25 указывают
на появление дополнительного по отношению к
G-100 количества водных кластеров малого раз-
мера. Их появление можно связать с бóльшим
числом поперечных сшивок между полисахарид-
ными цепями и соответственно уменьшением
размеров молекулярных сит в G-25 по сравнению
с G-100. Получено, что с увеличением влажности
G-25 до ~55% и температура, и теплота плавления
имеющихся двух наборов кластеров изменяются
по-разному. В то время как термические парамет-
ры плавления кластеров воды меньших размеров
(первый максимум) при увеличении влажности
сефадекса остаются практически, в пределах
ошибки, неизменными, теплота и температура
второго максимума меняются значительно. 

Далее обсудим более детально полученные за-
висимости основных параметров плавления и
кристаллизации водных нанокластеров от влаж-
ности сефадекса G-25.
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Температуры плавления и кристаллизации вод-
ных нанокластеров. На рис. 2 приведены значения
температур плавления и кристаллизации водных
кластеров, а также температур стеклования соб-
ственно полимерной матрицы при разном содер-
жании воды в G-25 в интервале 25–55%. При
этом важно отметить, что в интервале влажностей
образцов, в котором наблюдается дублетная
структура кривой плавления, на графике нанесе-
ны значения Тпл только основного высокотемпе-
ратурного максимума. На этом же рисунке для со-
поставления также помещены полученные ранее
аналогичные результаты для G-100.

Из полученных данных (рис. 2, кривая 1) сле-
дует, что Тпл водных кластеров уменьшается с по-
нижением влажности G-25, что является типич-
ным проявлением размерного эффекта для нано-
систем. При этом Ткр, которая при всех
исследованных влажностях меньше Тпл, понижа-

ется еще быстрее (рис. 2, кривая 2), т.е. разрыв
между значениями температур плавления и кри-
сталлизации – гистерезис – растет с уменьшени-
ем размера кластера. Это явление также считается
важнейшим свойством низкоразмерных систем.
Обращает на себя внимание тот факт, что при
влажностях сефадекса ниже 35% кристаллизация
вымораживаемой воды при охлаждении вплоть
до –60°С не наблюдается, что обусловлено близо-
стью к области стеклования полимера. В то же
время при последующем нагревании кривые
плавления вымораживаемой воды на термограм-
мах присутствуют. Полученная зависимость тем-
пературы стеклования Тст от влажности G-25
(рис. 2, кривая 3) показывает, насколько близки
при этих концентрациях воды области стеклова-
ния полимера и возможной кристаллизации вы-
мораживаемой воды. Это означает, что процесс
кристаллизации водных кластеров в этой области

Рис. 1. Термограммы охлаждения и нагревания в области кристаллизации (1', 2', 3') и плавления (1, 2, 3)
вымораживаемой воды в сефадексе G-25 различной влажности: 1 – 38,3% (сплошная линия), 2 – 44,5% (пунктирная
линия), 3 – 53,0% (точечная линия); Vнагр = Vохл = 5 град/мин. 



ПРОЯВЛЕНИЕ ГИСТЕРЕЗИСА В ТЕПЛОВЫХ СВОЙСТВАХ НАНОСИСТЕМ 41

БИОФИЗИКА  том 65  № 1  2020

температур ограничен молекулярной подвижно-
стью собственно полимерной матрицы. 

Видно, что полученные для G-25 зависимости
Тпл, Ткр, а также Тст кластеров воды от влажности
полимера практически совпадают с соответству-
ющими результатами для ранее исследованного
сефадекса G-100 [39].

Теплоты кристаллизации и плавления кластеров
воды. Рис. 3 и 4 демонстрируют полученные зави-
симости теплот плавления Qпл и кристаллизации
Qкр вымораживаемой воды в G-25 от влажности.
Приведенные на этих рисунках значения теплот
отражают результаты обработки одних и тех же
данных, но с помощью различной нормировки.
На рис. 3 теплоты исследуемых процессов норми-
рованы непосредственно на массу вымораживае-
мой воды, что позволяет получить собственно
значения Qпл и Qкр нанокластеров воды при раз-
ных влажностях сефадекса. Для этого предвари-
тельно была определена пограничная концентра-
ция между вымораживаемой и невымораживае-

мой водой в G-25, ниже которой на термограммах
нагревания исчезает относящийся к плавлению
вымораживаемой воды эндотермический макси-
мум. Эта концентрация составила 25%. Опреде-
ление границы между вымораживаемой и невы-
мораживаемой водой было выполнено на исполь-
зуемой в основном в работе скорости нагревания
5 град/мин. На рис. 4 данные по теплотам иссле-
дуемых переходов представлены как результат
нормировки на массу всего образца для удобства
сопоставления с ранее полученными аналогич-
ными результатами для G-100 и крахмалов
[37, 39]. 

Отметим также, что в обоих способах обработ-
ки для расчетов Qпл водных кластеров в случае
бимодальной кривой плавления были использо-
ваны суммарные теплоты соответствующих двух
максимумов.

Как видно из представленных на рис. 3 дан-
ных, Qпл и Qкр водных кластеров в G-25 с влажно-
стью ниже 55% по величине существенно мень-

Рис. 2. Зависимости температур плавления (1) и кристаллизации (2) водных кластеров, а также температуры
стеклования полимера (3) от влажности сефадексов G-25 (сплошные символы) и G-100 (незакрашенные символы)
[39]. 

T, °С
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ше, чем у объемной воды. При этом теплоты обо-
их переходов уменьшаются с понижением
содержания воды в сефадексе (рис. 3 и 4). Наблю-
даемое уменьшение Qпл кластеров воды, как и их
Тпл, связано с типичным проявлением размерно-
го эффекта, характерного для наносистем [25, 26,
36, 39–41]. При этом в случае нормировки на мас-
су вымораживаемой воды (рис. 3) этот эффект
очевиден, в то время как при нормировке данных
на полную массу образца (рис. 4) о существова-
нии размерного эффекта в Qпл собственно кла-
стеров воды можно судить лишь, если мысленно
представить имеющуюся нелинейную зависи-
мость Qпл(СН2О) в виде двух, в первом приближе-
нии, прямых с разными углами наклона, эстрапо-
лированными к 100% воды (например, как в рабо-
те [49]). 

Что касается уменьшения Qкр с понижением
концентрации воды, то оно отчетливо проявляет-
ся при любом способе нормировки (рис. 3 и 4).
При этом следует учесть, что в G-25 до

Рис. 3. Зависимости теплот плавления (1) и кристал-
лизации (2) водных кластеров в сефадексе G-25 от его
влажности. Приведенные значения теплот нормиро-
ваны на массу вымораживаемой воды; Vнагр = Vохл =
= 5 град/мин. 

Рис. 4. Зависимости теплот плавления (1) и кристаллизации (2) водных кластеров в сефадексе G-25 от общего содер-
жания воды в образце. Приведенные значения теплот нормированы на массу образца. На врезке: аналогичные зави-
симости для сефадекса G-100 [39].
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СН2О ~ 35% в условиях проведенного экспери-
мента процесс кристаллизации вымораживаемой
воды вообще не был зарегистрирован (Qкр = 0).
Таким образом Qкр, как и Qпл, тем меньше, чем
меньше влажность G-25, а следовательно, и раз-
мер формирующихся в системе кластеров воды. 

Подчеркнем, что сведения о зависимости теп-
лоты кристаллизации от размера наночастиц в
литературе практически отсутствуют. Тем более
это относится к прямому, проведенному в одном
эксперименте измерению теплот плавления и
кристаллизации нанокластеров. Тот факт, что в
данной работе и в работах [37–39] с помощью ме-
тода ДСК эти данные были получены, в значи-
тельной мере объясняется выбором объекта ис-
следования, а именно нанокластеров воды, –
процессы плавления и кристаллизации которых
происходят в удобном, доступном для экспери-
ментаторов диапазоне температур.

Сравнение полученных зависимостей теплот
плавления Qпл и кристаллизации Qкр водных кла-
стеров в G-25 и G-100 [39] от влажности, в допол-
нение к Тпл и Ткр, свидетельствует о том, что на
относительно низких степенях набухания тепло-
вые свойства кластеров воды в обоих сефадексах
мало отличаются, несмотря на различие про-
странственных структур составляющих их гло-
бул, каждую из которых можно рассматривать как
одну гигантскую макромолекулу. 

Классическое проявление гистерезиса. Приве-
денные на рис. 3 и 4 данные свидетельствуют так-
же о том, что Qкр вымораживаемой воды понижа-
ется быстрее, чем Qпл, и разница между значени-
ями теплот плавления и кристаллизации –
гистерезис – растет с уменьшением размера кла-
стера. 

Итак, выше показано, что для обоих сефадек-
сов, как и для других полисахаридов (крахмалов)
[37, 38], существует гистерезис как между темпе-
ратурами плавления и кристаллизации нанокла-
стеров воды, ΔТ = Тпл − Ткр, так и между теплота-
ми этих переходов, ΔQ = Qпл − Qкр. При этом в
исследованном интервале влажностей Тпл > Ткр, а
Qпл > Qкр. Наиболее ярко гистерезис между пара-
метрами исследуемых процессов проявляется
при влажности сефадекса в диапазоне 35–40%.
При влажности ∼55%, согласно полученным дан-
ным, наблюдаемый гистерезис ΔТ = Тпл − Ткр су-
щественно уменьшается (рис. 2), а ΔQ = Qпл − Qкр
становится практически незаметным (см. рис. 3
и 4). При дальнейшем увеличении влажности се-
фадекса > 55% параметры плавления и кристал-
лизации вымораживаемой воды стремятся к соот-
ветствующим значениям для объемной воды.
Сравнение данных, касающихся проявления ги-
стерезиса в тепловых свойствах водных нанокла-

стеров в G-25 и G-100 [39], показывает также их
близость друг к другу. 

Процессы трансформации водных нанокласте-
ров в полисахаридах. В тепловом поведении двух
сравниваемых систем было, однако, обнаружено
и различие. Наряду с полученной для G-25 дуб-
летной структурой кривых плавления выморажи-
ваемой воды оно проявляется в характере допол-
нительной кристаллизации переохлажденных
кластеров воды в процессе нагревания. Как было
показано ранее, докристаллизация при нагрева-
нии первоначально закристаллизованных класте-
ров в G-100 фиксируется в виде четкого миниму-
ма, причем теплота этого процесса вполне сопо-
ставима с теплотой начальной кристаллизации
при охлаждении (для 40% Qкр = 4 кал/г, Qдокрист ≅
4 кал/г, Qпл = 12 кал/г) [39]. Иными словами, бы-
ло установлено, что к сформировавшимся при
охлаждении кластерам льда в процессе последую-
щего нагревания добавляется новая кристалличе-
ская фаза воды. 

На термограммах нагревания G-25 также на-
блюдаются минимумы, отражающие трансфор-
мацию первоначально сформировавшихся кри-
сталлитов воды (например, кривая 2 на рис. 1).
Однако связанная с этим процессом теплота в
G-25 значительно меньше, чем в сефадексе G-
100, т. е. в G-25 этот процесс идет менее интен-
сивно. Для примера, при сопоставимых влажно-
стях значения Qкр, Qдокрист и Qпл в G-25 составля-
ют 4 кал/г, ∼1 кал/г, 10 кал/г соответственно (экс-
периментальные значения нормированы на
массу образца). При этом в сефадексе G-25 на-
блюдается другое, гораздо более яркое проявле-
ние трансформации исходных кристаллитов во-
ды, о чем свидетельствуют следующие экспери-
менты.

Рис. 5 демонстрирует влияние скорости нагре-
вания, с учетом введенных температурных попра-
вок, на изучаемые процессы во влажном сефадек-
се G-25. Для скорости нагревания 1 град/мин
приведены, как отмечалось выше, результаты
усреднения трехкратного нагревания образца.
Видно, что уменьшение скорости нагревания с 5
до 1 град/мин приводит к существенному измене-
нию формы дублетной кривой плавления класте-
ров воды в G-25, а именно, к лучшему разреше-
нию максимумов наблюдаемого дублета, к углуб-
лению минимума между ними, что, в свою
очередь, свидетельствует о выделении тепла внут-
ри интервала плавления. Кроме того, с низкотем-
пературной стороны у второго максимума появ-
ляется плечо. Как итог этих изменений, происхо-
дит увеличение площади второго максимума. В
результате при уменьшении скорости нагревания
общая теплота плавления кластеров воды Qпл
увеличивается (на ~ 3 кал/г на фоне ~ 12–13 кал/г
при СН2О = 43,4%). 
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Наблюдаемые процессы можно объяснить
следующим образом. В начале интервала плавле-
ния вблизи –23°С плавятся кристаллы воды наи-
меньшего размера (рис. 1). Их величина, опреде-
ленная на основе уравнения Гиббса–Томсона,
составляет 1–2 нм. Далее в образовавшемся рас-
плаве водные нанокластеры вновь кристаллизу-
ются, присоединяясь к кластерам большего раз-
мера и увеличивая тем самым их количество, что
и отражается в появлении плеча у второго макси-
мума бимодальной кривой плавления со стороны
низких температур (рис. 5). Поскольку Qпл вод-
ных нанокластеров существенно зависит от их
размера (рис. 3), результирующая Qпл при этом
увеличивается. 

Таким образом, проведенный эксперимент
показал, что обнаруженное увеличение Qпл при
уменьшении Vнагр может быть объяснено в рам-
ках существующей зависимости Qпл от размера
кластера, т. е. размерного эффекта. Это же объяс-
нение применимо, на наш взгляд, и для понима-
ния происхождения гистерезиса между парамет-
рами плавления и кристаллизации водных кла-
стеров в целом. 

Подтверждением такого вывода может допол-
нительно служить другой проведенный в работе
опыт, демонстрирующий влияние на получаемое
значение Qпл нанокластеров воды разных режи-
мов термообработки образцов, в частности, оста-
новки сканирования и отжига в интервале плав-
ления (рис. 6). Кривые 1 и 2 на рис. 6 относятся к
стандартному циклу охлаждения-нагревания об-

разца, при котором, подчеркнем, все процессы
полностью воспроизводятся при воспроизведе-
нии режимов изменения температуры. В резуль-
тате термостатирования (отжига) закристаллизо-
ванного при охлаждении образца при температу-
ре, близкой к минимуму на дублете, в течение 30
мин форма полученной при последующем нагре-
вании от –60оС кривой плавления изменяется
(кривая 3). Имевший место ранее первый макси-
мум дублетной кривой исчезает. При этом видно,
что на полученной в результате отжига кривой
плавления со стороны низких температур появ-
ляется плечо, как и в предыдущем опыте с низкой
скоростью нагревания, что указывает на увеличе-
ние в первоначальном распределении количества
укрупненных кластеров воды. Теплота плавления
Qпл водных нанокластеров после такой термооб-
работки также увеличивается (на ~ 4,5 кал/г на
фоне ~ 14 кал/г при СН2О = 44,5%). Таким обра-
зом, в результате проведенного отжига сефадекса
G-25 исходное распределение кластеров по раз-
мерам продолжило существенно меняться. При
нагревании мелкие кристаллиты воды исчезли,
при отжиге водные кластеры присоединились к
более крупным, отчего результирующая Qпл уве-
личилась. 

Наблюдаемые изменения свидетельствуют о
том, что система кластеров переохлажденной во-
ды в сефадексе является неравновесной и все вре-
мя трансформируется при нагревании в области
температур ниже 0°С как до интервала плавления,
так и внутри него. Все эти процессы вносят вклад
в величину гистерезиса между параметрами плав-
ления и кристаллизации. При этом важно под-
черкнуть, что обсуждаемая трансформация (ре-
организация, изменение размеров) водных кла-
стеров в полисахаридах происходит на
наноуровне. В этом случае после завершения пер-
воначального плавления повторные кристалли-
зация и плавление кристаллитов воды демон-
стрируют воспроизведение термограмм стандарт-
ного цикла (Vнагр = Vохл) и полное стирание
памяти о режиме предыдущего теплового тести-
рования. Этим реорганизация на наноуровне су-
щественно отличается от исследованной оптиче-
скими методами необратимой трансформации
кластеров в крахмалосодержащих продуктах,
происходящей на микроуровне [50]. 

ВЫВОДЫ
В работе продолжен начатый ранее цикл ис-

следований тепловых свойств водных кластеров в
системах «полисахарид–вода» (крахмал, сефа-
декс G-100) с низким содержанием выморажива-
емой воды. Выполненное ДСК-исследование на
примере еще одного модифицированного поли-
сахарида с другой пространственной структурой
– сефадекса G-25 – позволило не только устано-

Рис. 5. Кривая плавления водных кластеров в сефа-
дексе G-25 на разных скоростях нагревания: 1 –
5 град/мин, 2 – 1 град/мин; Сн2о = 43.4%. 
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вить ряд отличительных особенностей процессов
кристаллизации и плавления вымораживаемой
воды в G-25, но и обобщить полученные в целом
данные о тепловом поведении кластеров воды во
влажных полисахаридах. 

Главная особенность полученных для сефа-
декса G-25 калориметрических данных состоит в
том, что наблюдаемые кривые плавления класте-
ров воды имеют дублетную структуру практиче-
ски при всех (за исключением самых низких) рас-
смотренных в работе влажностях, в отличие от со-
ответствующих одномодальных кривых в G-100.
Этот факт отражает бимодальное распределение
кластеров по размерам, т.е. возможность форми-
рования в G-25 с его более жесткой, по сравне-
нию с G-100, пространственной организацией
двух наборов кластеров воды с разными наиболее
вероятными размерами (~ 2 нм и 5–15 нм в зави-
симости от влажности сефадекса). В то же время
процесс кристаллизации вымораживаемой воды
при охлаждении для этих же значений влажности
и в G-25, и в G-100 проявляется в виде одномо-
дальных кривых. 

Более того, различие в пространственных
структурах G-25 и G-100 практически не оказывает
влияния на проявление размерного эффекта, ха-
рактерного для малых систем, в полученных зави-
симостях температур и теплот плавления и кри-
сталлизации водных нанокластеров от влажности
сефадекса. Кроме того, установленный для нано-

кластеров воды в обоих сефадексах, так же как и в
крахмале, гистерезис между температурами их
плавления и кристаллизации, ΔТ = Тпл − Ткр, и
между теплотами этих переходов, ΔQ = Qпл − Qкр,
также демонстрирует их близость друг к другу по
характеру изменения от влажности.

Общим оказалось и то, что в системе кластеров
закристаллизованной переохлажденной воды во
всех исследованных полисахаридах с низкой
влажностью при нагревании происходят процес-
сы их трансформации как ниже интервала плав-
ления, так и внутри него. В области до начала
плавления реорганизация может проявляться ли-
бо в виде размытого понижения абсолютных зна-
чений теплоемкости, как при аморфизации на-
тивного крахмала, либо, как в случае G-25 и
G-100, в виде дополнительного четко выражен-
ного экзотермического максимума на термограм-
мах нагревания. Иными словами, в виде добавле-
ния новой кристаллической фазы воды при на-
гревании в области до начала плавления.
Заметим, что в сефадексах с низким содержанием
вымораживаемой воды первый этап ее кристал-
лизации при охлаждении происходит вблизи тем-
пературы стеклования, когда уменьшается по-
движность собственно макромолекулярной мат-
рицы. Именно поэтому в G-25 при влажности
ниже 35% кристаллизация кластеров воды не
фиксируется. При повышении влажности сефа-
декса и, соответственно, удалении от температу-

Рис. 6. Влияние отжига на структуру дублетной кривой плавления нанокластеров воды в сефадексе G-25. СH2O =
= 44.5%; 1 и 2 – охлаждение и последующее нагревание (стандартный цикл), 3 – нагревание образца после отжига при
Т = –12°С, t = 30 мин, Vнагр = Vохл = 5 град/мин. 
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ры стеклования возрастающая подвижность по-
лисахаридных цепей обеспечивает достаточную и
для кристаллизации при охлаждении, и для до-
кристаллизации при нагревании подвижность
мелких водных кластеров, свободно перемещаю-
щихся между отдельными ячейками молекуляр-
ного сита. 

Наиболее ярко процессы реорганизации кла-
стеров воды, первоначально закристаллизован-
ных при охлаждении, проявляются в сефадексе
G-25 в интервале их плавления. Их проявление
зависит от условий нагревания. Во-первых, при
уменьшении Vнагр наблюдается изменение ин-
тенсивностей компонент дублетной кривой плав-
ления. Во-вторых, при отжиге внутри интервала
плавления происходит укрупнение мелких кла-
стеров и, соответственно, согласно установлен-
ному размерному эффекту, увеличение теплоты
плавления. Следует отметить, что зафиксировать
эти изменения оказалось возможным, по-види-
мому, потому, что скорости рассматриваемых
процессов трансформации кластеров сопостави-
мы с величинами используемых в работе скоро-
стей нагревания. 

Все эти процессы вместе и в отдельности сви-
детельствуют о неравновесности исходного набо-
ра закристаллизованных при охлаждении нано-
кластеров воды в сефадексе. Напомним, что
близкий по характеру процесс реорганизации на-
нокристаллитов, наблюдавшийся в синтетиче-
ских полимерах, также рассматривался как след-
ствие неравновесности исходных кристаллитов,
образовавшихся при значительном переохлажде-
нии относительно температуры плавления. 

Таким образом, именно неравновесность пе-
реохлажденных водных кластеров во всех иссле-
дованных нами системах полисахарид-вода и, как
следствие, их способность к трансформации при
повышении температуры вплоть до плавления
является, на наш взгляд, одной из возможных, ес-
ли не главной, причиной обсуждавшихся выше
гистерезисных явлений. Полученные в работе ре-
зультаты демонстрируют, что трансформация,
приводящая к увеличению размеров исходно
сформировавшихся при охлаждении кристалли-
тов и, соответственно, к наблюдаемому повыше-
нию температур и теплот их плавления, безуслов-
но является важным фактором в проявлении ги-
стерезиса в тепловых свойствах нанокластеров
воды.

В заключение подчеркнем, что в результате
проведенных исследований был получен одно-
значный ответ на поставленный в начале иссле-
дования вопрос о том, какое именно распределе-
ние закристаллизованных водных кластеров в се-
фадексе плавится в интервале перехода. Было
надежно установлено, что наблюдаемая кривая
плавления отражает тепловое разрушение не ис-
ходного, а нового, возникшего в результате раз-

ного рода перестроечных процессов (докристал-
лизации, реорганизации, изменения размеров),
набора водных нанокластеров.
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Hysteresis Manifestation in the Thermal Properties of Nanosystems 
on the Example of Supercooled WaterClusters in Wet G-Sephadex

*St. Petersburg State University of Civil Aviation, ul. Pilotov 38, St. Petersburg, 196210 Russia

**St. Petersburg State University, Ulyanovskaya ul. 1, St. Petersburg, Staryi Peterhof, 198504 Russia

The study continues a series of DSC investigations dedicated to the thermal properties of water clusters in
polysaccharide-water systems (starch, Sephadex G-100) with a low content of frozen water. In this study, an-
other modified polysaccharide, Sephadex G-25, is employed that has a more rigid spatial structure in com-
parison to Sephadex G-100. The main feature of the data obtained for G-25 by differential scanning calorim-
etry is the doublet structure of the melting curve of water clusters, which indicates the bimodal character of
their size distribution. The observed decrease of melting temperatures as well as heats of melting and crystal-
lization of water clusters as G-25 humidity decreases is a typical manifestation of the size effect for nanosys-
tems, as in the case of the other polysaccharides. Importantly, a hysteresis is observed between the tempera-
tures, ΔТ = Tm – Tcr, and the heats, ΔQ = Qm – Qcr, of these transitions, which is also typical of low-dimen-
sional systems. It has been established that clusters of crystallized supercooled water in G-25 with low
humidity can undergo various transformation processes (additional crystallization, reorganization, size
change) upon heating, which may occur both below and within the melting interval, indicating non-equilib-
rium character of the initial set of nanoclusters. It has been shown that a decrease in Vheat as well as annealing
within the melting interval lead to a size redistribution of water clusters increasing the heat of melting in ac-
cordance with the established size effect. Altogether, these findings suggest that the non-equilibrium charac-
ter of the water clusters formed upon initial cooling and, hence, their ability to transform as the temperature
increases undoubtedly play an important if not pivotal role for the hysteresis manifestation in the thermal
properties of water nanoclusters.

Keywords: calorimetry, water nanoclusters, Sephadex, crystallization, melting, transformation, size effect, hyster-
esis
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Изучена противоопухолевая активность S-нитрозоглутатиона, би- и моноядеpной фоpм ди-
нитpозильныx комплекcов железа c различными тиолсодержащими лигандами – глутатионом, мер-
каптосукцинатом, тиосульфатом – на моделях солидных перевиваемых опухолей мышей (карцино-
ма легких Льюис, аденокарциномы Акатол и Са-755). Наибольшую противоопухолевую актив-
ность, выразившуюся в торможении роста опухоли на 90%, проявили препараты комплекcов железа
c глутатионом при внутривенном введении (карцинома легких Льюис) и S-нитрозоглутатиона при
внутрибрюшинном введении животным (аденокарцинома Са-755). Исходя из этих и ранее полу-
ченных нами данных о противоопухолевой активности такого рода соединений, а также принимая
во внимание результаты других авторов в той же области исследований, сделано предположение о
том, что противоопухолевый эффект вышеперечисленных препаратов определяется в основном их
способностью выступать в качестве доноров ионов нитрозония. Инициированное ионами нитрозо-
ния S-нитрозирование тиолсодержащих белков, локализованных на поверхности опухолевых кле-
ток, приводит к повышению внутриклеточного окислительного потенциала и тем самым к разви-
тию апоптоза и гибели этих клеток. 

Ключевые слова: динитрозильные комплексы железа, S-нитрозотиолы, противоопухолевая актив-
ность, солидные опухоли мышей.
DOI: 10.31857/S0006302920010068

Ранее нами было обнаружено, что генерирую-
щие оксид азота соединения, такие как би-
ядеpные фоpмы динитpозильныx комплекcов
железа c глутатионом (Б-ДНКЖ-GSH) и меркап-
тосукцинатом (Б-ДНКЖ-MS), а также S-нитро-
зоглутатион (GS-NO) обладают способностью
ингибировать развитие ряда cолидных опуxолей
мышей (каpцинома легкиx Льюиc, аденокарци-
номы Акатол и Са-755). Противоопухолевый эф-
фект изученных препаратов проявлялся при их
введении как внутрибрюшинно, так и внутривен-

но, и колебался в пределах от 60 до 90%, изменя-
ясь в зависимости от дозового режима, схемы
применения, времени оценки эффекта и приро-
ды опухолевого штамма [1–6].

В 2016 г. группой исследователей, возглавляе-
мой профессором W.-F. Liaw (Тайвань), была об-
наружена также высокая противоопухолевая
активность водорастворимых моноядерных ди-
нитрозильных комплексов железа c этилмеркап-
таном при их внутривенном введении на модели
ксенографтов рака предстательной железы чело-
века [7]. 

В продолжение данного направления работ
нами с целью выявления оптимальных подходов
для дальнейшего исследования доноров оксида
азота в качестве противоопухолевых агентов про-
ведено изучение противоопухолевых свойств ря-
да соединений, представляющих собой би-

Сокращения: Б-ДНКЖ-GSH – биядеpные динитpозиль-
ные комплекcы железа c глутатионом, Б-ДНКЖ-MS – би-
ядеpные динитpозильные комплекcы железа c меркапто-
сукцинатом, GS-NO – S-нитрозоглутатион, М-ДНКЖ-
ТS – моноядерные динитpозильные комплекcы железа с
тиосульфатом, ТРО – коэффициент торможения роста
опухоли, СПЖ – средняя продолжительность жизни.

УДК 542.957:547.7:547.854:547.857:615.27.3
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ядеpную фоpму динитpозильныx комплекcов же-
леза c глутатионом, меркаптосукцинатом,
моноядерную форму динитpозильныx ком-
плекcов железа с тиосульфатом, а также препара-
та S-нитрозоглутатиона.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. В экспериментах использовали

ферросульфат железа (FeSO4⋅7H2O) (Fluka,
Швейцария), восстановленный глутатион, тио-
сульфат, меркаптосукцинат и нитрит натрия (Sig-
ma, США). Газообразный NO получали в реак-
ции ферросульфата железа с нитритом натрия в
0.1 М растворе HCl с последующим разделением
NO и примесного диоксида азота (NO2) методом
низкотемпературной сублимации жидкой смеси
этих газов в вакуумированной системе, как это
описано в работах [1, 8].

Синтез биядерной формы динитpозильныx ком-
плекcов железа с глутатионом. Б-ДНКЖ-GSH
синтезировали согласно описанному ранее «про-
стейшему» методу синтеза ДНКЖ с тиолсодержа-
щими лиганадами [1, 9]. В соответствие с этим
методом синтез 5 мМ раствора Б-ДНКЖ-GSH с
глутатионом проводили следующим образом. К
10 мл дистиллированной воды на воздухе добав-
ляли 62 мг глутатиона (20 мМ), вызывавшего под-
кисление раствора до 4,0, с последующим введе-
нием в него 28 мг (10 мМ) сернокислого железа,
приводившего к дальнейшему снижению рН до
3.8. После этого в раствор добавляли 6.9 мг
(10 мМ) нитрита натрия, что приводило к розово-
му окрашиванию раствора, обусловленного обра-
зованием S-нитрозоглутатиона. Судя по интен-
сивности оптического поглощения на 334 нм, ха-
рактерного для GS-NO, реакция заканчивалась
через 1.5 ч с образованием 10 мМ этого соедине-
ния. После этого рН раствора повышали до 7.2,
что приводило к оранжевому окрашиванию рас-
твора, обусловленному начавшимся процессом
образования Б-ДНКЖ-GSH в растворе при уча-
стии GS-NO, Fe2+ и глутатиона [9]. Для полного
превращения GS-NO в Б-ДНКЖ-GS-GSH тре-
бовалось несколько часов. После удаления обра-
зовавшегося за это время осадка гидроокиси
трехвалентного железа путем фильтрования рас-
твора через фильтровальную бумагу полученный
раствор замораживали в жидком азоте и исполь-
зовали (после разморозки) в экспериментах на
животных. Оценку полученного количества Б-
ДНКЖ-GSH (молекулярная масса 846 Да) прово-
дили оптическим методом по интенсивности ха-
рактерных для этого комплекса полос поглоще-
ния на 310 и 360 нм, характеризующихся коэффи-
циентами экстинкции, равными соответственно
9200 и 7400 М–1см–1 [1]. Согласно этой оценке,
концентрация Б-ДНКЖ в растворе составляла

∼2.5 мМ (5 мМ в пересчете на один железа в ком-
плексе). 

Синтез биядерной формы динитpозильныx ком-
плекcов железа с меркаптосукцинатом. Б-ДНКЖ-
MS синтезировали с помощью обработки газооб-
разным NO (при давлении 150 мм рт. ст.) 1 мл рас-
твора ферросульфата в дистиллированной воде и
4 мл 15 мМ раствора меркаптосукцината в 15 мМ
HEPES-буфере (рН 7.4), помещенных соответ-
ственно в верхнюю и нижнюю части аппарата
Тунберга, с последующим смешиванием этих
растворов в присутствии NO, как это описано в
работе [8]. Концентрация ферросульфата в этой
смеси составляла 5 мМ. После пятиминутного
встряхивания смеси, приводившей к включению
всего двухвалентного железа в Б-ДНКЖ-MS, NO
удаляли из аппарата откачкой, раствор получен-
ного Б-ДНКЖ-MS замораживали и использова-
ли (после разморозки) в экспериментах на живот-
ных. Концентрацию препарата Б-ДНКЖ-MS
оценивали по интенсивности полосы его оптиче-
ского поглощения на 360 нм с коэффициентом
экстинкции, равным 6000 М–1см–1 (в пересчете
на один атом железа в Б-ДНКЖ).

Синтез моноядерной формы динитpозильныx
комплекcов железа с тиосульфатом. М-ДНКЖ-TS
синтезировали аналогичным образом в аппарате
Тунберга с использованием газообразного NO.
Концентрация ферросульфата и тиосульфата на-
трия в смеси, обрабатываемой NO, составляла со-
ответственно 5 и 20 мМ. Концентрацию получен-
ного препарата М-ДНКЖ-TS оценивали методом
ЭПР по интенсивности характерного для этого
комплекса сигнала ЭПР с g⊥ = 2.042 и g|| = 2.014 с
использованием соответствующего ЭПР-стан-
дартного образца [10]. 

Синтез S-нитрозоглутатиона. GS-NO в виде
5 мМ раствора в 15 мМ HEPES-буфере (рН 7.4)
получали, понижая pH смеси 5.5 мМ глутатиона и
5 мМ нитрита натрия до значения, равного 3.0–
3.5, добавлением в раствор соляной кислоты, что
приводило к розовому окрашиванию
раствора. После одночасовой инкубации на воз-
духе pH раствора повышали до нейтральных зна-
чений. Концентрацию полученного GS-NO оце-
нивали оптическим методом по интенсивности
характерной для него полосы поглощения на
334 нм с коэффициентом экстинкции, равным
0.904 М–1см–1 [11].

Биологический эксперимент. Эксперименты
были проведены на 75 инбредных мышах-самках
линий BDF1 и Balb/c, с массой тела 18–20 г, раз-
ведения питомника «Филиал «Столбовая»
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России».

В качестве опухолевых тест-систем служили
солидные опухоли мышей – карцинома легких
Льюис, аденокарциномы Акатол и Са-755, пере-
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виваемые подкожно в соответствии со стандарт-
ной методикой [12]. 

Исследовавшиеся препараты вводили живот-
ным в виде водных растворов внутривенно в хво-
стовую вену либо внутрибрюшинно при исполь-
зовании различных дозовых режимов и схем при-
менения.

Б-ДНКЖ-GSH вводили внутривенно мышам
с карциномой легких Льюис в суточных дозах 20,
10, 2, 1 и 0,5 мкмоль/кг шестикратно на 1-е, 4-е,
7-е, 11-е и 14-е сутки после перевивки опухоли;
животным с аденокарциномой Акатол – в суточ-
ной дозе 10 мкМ/кг на 1-е, 4-е, 6-е, 8-е и 11-е сут-
ки.

М-ДНКЖ-TS вводили внутривенно мышам с
аденокарциномой Акатол в суточной дозе
10 мкмоль/кг на 1-е, 4-е, 6-е, 8-е и 11-е сутки раз-
вития опухоли.

Б-ДНКЖ-MS вводили внутривенно в суточ-
ных дозах 2,5 и 5 мкМ/кг шестикратно на 1-е, 4-е,
7-е, 10-е, 14-е и 17-е сутки после перевивки опу-
холи мышам с карциномой легких Льюис и с пер-
вых по шестые сутки – животным с аденокарци-
номой Акатол.

GS-NO вводили мышам с аденокарциномой
Са-577 внутрибрюшинно в суточных дозах 50,
100, 200 и 400 мкМ/кг с первых по десятые сутки,
мышам с карциномой легких Льюис – внутри-
венно в суточных дозах 10 и 20 мкМ/кг на 1-е, 4-е,
8-е, 12-е и 15-е сутки, животным с аденокарцино-
мой Акатол – внутривенно в суточных дозах
10 мкМ/кг на 1-е, 4-е, 6-е, 8-е и 11-е сутки после
перевивки опухоли.

Оценка противоопухолевой активности. Пока-
зателем ростингибирующего эффекта препарата
служили различия в кинетике роста опухолей (ко-
эффициент торможения роста опухоли ТРО, %).
Коэффициент торможения роста опухоли опре-
деляли из соотношения: ТРО = [(РС –
‒ РТ)/РС]⋅100%, где РС и РТ – объем (или масса)
опухоли в группах контрольных (С) и леченых (Т)
животных соответственно. Для изучения кинети-
ки роста опухолей проводили измерение двух вза-
имно перпендикулярных размеров опухолевого
узла на протяжении всего периода развития опу-
холей. Объем опухоли вычисляли в соответствии
с формулой для эллипсоида как V = ab2/2, где a –
длина, b – ширина и высота опухолевого узла.
При оценке массы опухоли использовали вели-
чину плотности опухолевой ткани, равную
1 г/см3. Показатель изменения средней продол-
жительности жизни мышей (СПЖ) определяли
как Δτ = [(τС – τТ)/τС]⋅100%, где τС и τТ – средняя
продолжительность жизни контрольных и лече-
ных животных [12].

Каждая гpуппа животныx, получавшиx
теpапевтичеcкое воздейcтвие, cоcтояла из шести-

восьми мышей пpи восьми-десяти животныx в
контpоле. Наблюдение за животными пpодолжа-
лоcь в течение вcего пеpиода pазвития опуxоли
вплоть до гибели животныx.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческая обработка оценок размеров опухолей
(массы опухолей) у животных проведена с ис-
пользованием пакета компьютерных программ
Statistica 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В представленной работе обобщены результа-

ты экспериментального изучения зависимости
противоопухолевого эффекта от дозы для препа-
ратов Б-ДНКЖ-GSH и GS-NO (при их внутри-
брюшинном и внутривенном введении), оценки
активности сочетанного применения Б-ДНКЖ-
GSH и GS-NO (внутрибрюшинное введение),
определения влияния природы лиганда на ро-
стингибирующий эффект таких динитpозильныx
комплекcов железа, как Б-ДНКЖ-GSH, Б-ДН-
КЖ-MS и М-ДНКЖ-ТS (внутривенное введе-
ние) на моделях солидных опухолей мышей. 

Противоопухолевая активность биядеpных ди-
нитpозильных комплекcов железа c глутатионом на
модели карциномы легких Льюис. Ранее нами была
установлена значительная противоопухолевая
активность Б-ДНКЖ-GSH при внутривенном
введении на модели карциномы легких Льюис
[4]. Как было показано в этой работе, эффектив-
ность торможения роста опухоли увеличивалась
по мере уменьшения дозы препарата в диапазоне
суточных доз 20, 10 и 2 мкмоль/кг и составляла 30,
70 и 90% соответственно (рис. 1а, табл. 1). В до-
полнение к этим данным и для проверки отме-
ченного парадоксального эффекта увеличения
активности препарата с уменьшением его дозы
нами исследован эффект Б-ДНКЖ-GSH в разо-
вых дозах 1 и 0,5 мкмоль/кг при той же схеме
внутривенного введения (пятикратно с интерва-
лом в трое суток) на модели карциномы легких
Льюис (рис. 1б, табл. 1).

Анализ результатов, полученных при вве-
дении препарата в суточных дозах 1,0 и
0,5 мкмоль/кг, свидетельствует о том, что эти ма-
лые дозы Б-ДНКЖ-GSH обладают примерно
одинаковой эффективностью и тормозят разви-
тие опухоли на 50 и 60% соответственно (рис. 1б,
табл. 1). 

Сопоставление противоопухолевого эффекта
Б-ДНКЖ-GSH во всем диапазоне изученных су-
точных доз (от 20 до 0,5 мкмоль/кг) при внутри-
венном введении на модели карциномы легких
Льюис свидетельствует о нелинейном характере
зависимости эффекта от дозы, при которой мак-
симальная активность препарата – 90% торможе-
ния роста опухоли по сравнению с контролем –
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наблюдается при его введении в разовой дозе
2 мкмоль/кг (рис. 2, табл. 1).

Таким образом, исследование противоопухо-
левого эффекта Б-ДНКЖ-GSH в широком диа-
пазоне доз (от 20 до 0,5 мкмоль/кг в сутки) позво-
лило установить, что оптимальным режимом
применения препарата, вызывающим ингибиро-
вание роста опухоли (карцинома легких Льюис)
на 90%, является его внутривенное введение в су-
точной дозе 2 мкмоль/кг, пятикратно с интерва-
лом в трое суток.

Следует отметить, что Б-ДНКЖ-GSH сохра-
няет определенную противоопухолевую актив-
ность, выразившуюся в торможении роста опухо-
ли на 50%, даже при позднем начале применения
препарата – на седьмые сутки развития опухоли
(табл. 1).

Рассматривая вопросы оптимизации приме-
нения Б-ДНКЖ-GSH в качестве противоопухо-
левого агента, мы представляли целесообразным
оценить толерантность животных опухоленоси-
телей к введению высоких доз препарата внутри-
брюшинно.

С этой целью проведено сравнительное изуче-
ние активности Б-ДНКЖ-GSH при внутрибрю-
шинном введении в относительно высоких дозах
(100 и 200 мкмоль/кг), причем более высокая доза
препарата вводилась дробно, по 100 мкмоль/кг
два раза в сутки (карцинома легких Льюис). 

Как видно из данных, приведенных на рис. 3 и
в табл. 2, торможение роста опухоли под влияни-
ем внутрибрюшинного введения Б-ДНКЖ-GSH
возрастало с увеличением дозы. Ингибирование
роста опухоли при оценке эффекта на 12-е сутки

Рис. 1. Противоопухолевая активность Б-ДНКЖ-GSH при внутривенном введении различных доз препарата на мо-
дели карциномы легких Льюис: (а) – 1 – контроль, 2–4 – Б-ДНКЖ-GSH в суточных дозах 20, 10 и 2 мкмоль/кг
соответственно; (б) – 1 – контроль, 2 и 3 – Б-ДНКЖ-GSH в суточных дозах 1 и 0,5 мкМ/кг соответственно. Дозы
Б-ДНКЖ-GSH приводятся в пересчете на один Fe(NO)2-фрагмент. Введение препарата внутривенно, пятикратно, на
1-е, 4-е, 7-е, 9-е и 11-е сутки после перевивки опухоли. 

Таблица 1. Противоопухолевый эффект Б-ДНКЖ-GSH в ряде доз при внутривенном введении на модели
карциномы легких Льюис

Серия опыта Группа Суточная доза, 
мкмоль/кг

Время оценки 
эффекта, сутки

Средняя масса 
опухоли, г

Торможение 
роста опухоли, 

%
1 Б-ДНКЖ-GSH 20 16 2.76 ± 0.54 30
1 Б-ДНКЖ-GSH 10 16 1.19 ± 0.14 70
1 Б-ДНКЖ-GSH 2 16 0.37 ± 0.08 90
1 Б-ДНКЖ-GSH* 2* 16* 1.96 ± 0.07* 50*
1 Контроль – 16 3.93 ± 0.65 –
2 Б-ДНКЖ-GSH 1.0 19 3.22? ± 0.24 50
2 Б-ДНКЖ-GSH 0.5 19 2.50 ± 0.13 60
2 Контроль – 19 6.05 ± 0.45 –

Примечание. Препарат вводили на 1-е, 4-е, 7-е, 9-е и 11-е сутки после перевивки опухоли. * –Препарат вводили на 7-е, 9-е,
11-е и 14-е сутки после перевивки опухоли.
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после перевивки составило 49 и 62% для доз 100 и
200 мкмоль/кг соответственно, по сравнению с
контролем. СПЖ животных практически не от-
личалась от контроля (рис.3, табл.2).

Таким образом, показано, что животные спо-
собны переносить сублетальную для мышей дозу
Б-ДНКЖ-GSH, составляющую 200 мкмоль/кг,
при условии ее внутрибрюшинного дробного вве-
дения, по 100 мкмоль/кг дважды в сутки. Такое
применение препарата приводило к более значи-
тельному ингибированию роста опухоли, чем его
введение в дозе 100 мкмоль/кг один раз в сутки.

В целом сопоставление эффекта Б-ДНКЖ-
GSH при внутривенном и внутрибрюшинном
введении свидетельствует о том, что путь введе-

ния препарата играет весьма существенную роль
в реализации его противоопухолевой активности.
Так, внутривенное применение Б-ДНКЖ-GSH в
дозе 2 мкмоль/кг приводит к торможению
роста опухоли на 90%, в то время как внутрибрю-
шинное введение препарата в дозе, на два поряд-
ка более высокой и составляющей 200 мкмоль/кг,
вызывает торможение роста опухоли на 60 %
(табл. 1 и 2).

Противоопухолевая активность S-нитрозоглу-
татиона на моделях аденокарциномы Са-755 и кар-
циномы легких Льюис. Ранее нами была установ-
лена значительная противоопухолевая актив-
ность препарата GS-NO на двух моделях
солидных опухолей мышей – карциноме легких
Льюис и аденокарциноме Са-755. Торможение
роста опухолей при применении препарата внут-
рибрюшинно, десятикратно, ежедневно, в суточ-
ных дозах 200 и 400 мкмоль/кг составляло 70 и
60% при введении мышам с карциномой легких
Льюис, а на модели аденокарциномы Са-755 – 90
и 50% соответственно. При этом было показано,
что GS-NO проявляет более высокую эффектив-
ность при применении в меньшей дозе
200 мкмоль/кг по сравнению с дозой
400 мкмоль/кг. Такая парадоксальная дозовая за-
висимость была отмечена в отношении обоих
штаммов опухолей, но особенно четко выражена
на модели аденокарциномы Са-755, что требова-
ло специального объяснения [3].

С этой целью нами на модели аденокарцино-
мы Са-755 проведено изучение зависимости эф-
фекта от дозы GS-NO в диапазоне доз от 50 до
400 мкмоль/кг, при внутрибрюшинном десяти-
кратном введении препарата.

Рис. 2. Зависимость противоопухолевого эффекта Б-
ДНКЖ-GSH от дозы при внутривенном введении на
модели карциномы легких Льюис. 

Рис. 3. Противоопухолевая активность Б-ДНКЖ-GSH в высоких дозах при внутрибрюшинном введении на модели
карциномы легких Льюис: (а) – 1 – контроль; 2 – Б-ДНКЖ-GSH, 100 мкмоль/кг/сутки; (б) – 1 – контроль; 2 –
Б-ДНКЖ-GSH, 200 мкмоль/кг/сутки, дробно, два раза в сутки по 100 мкмоль/кг. Введение препарата внутрибрюшин-
но с первых по четвертые и с восьмых по одиннадцатые сутки. 
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Как видно из данных, представленных на
рис. 4 и 5, а также в табл. 3, GS-NO тормозит раз-
витие аденокарциномы Са-755 на 56–88% по
сравнению с контролем. СПЖ животных увели-
чивается под влиянием GS-NO на 14–24% по

сравнению с контролем. При этом наибольший
эффект GS-NO – 88% торможения роста опухоли
и увеличение средней продолжительности жизни
животных на 24% – наблюдается при примене-
нии препарата в суточной дозе 100 мкмоль/кг.

Таблица 2. Противоопухолевый эффект Б-ДНКЖ-GSH в высоких дозах при внутрибрюшинном введении на
модели карциномы легких Льюис

Суточная доза, 
мкмоль/кг

Время оценки 
эффекта, сутки

Средняя масса 
опухоли, г ТРО, % СПЖ

τ, сутки Δτ, %

100 12 2.2 49 31.0 ± 4.8 1

200 (по 100 
мкмоль/кг), 2 раза 

в сутки 
12 1.5 62 27.5 ± 5.6 –7

Контроль 12 3.9 – 29.6 ± 9.0 –

Примечание. Препарат вводили с первых по одиннадцатые сутки внутрибрюшинно, восьмикратно.

Рис. 4. Противоопухолевая активность GS-NO при внутрибрюшинном введении на модели аденокарциномы Са-755:
(а) – GS-NO, 50 мкмоль/кг/сутки; (б) – GS-NO, 100 мкмоль/кг/сутки, (в) – GS-NO, 200 мкмоль/кг/сутки; (г) – GS-
NO, 400 мкмоль/кг/сутки. Кривая 1 – контроль, кривая 2 – GS-NO.
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Таким образом, исследование противоопухо-
левого эффекта GS-NO в широком диапазоне доз
(50–400 мкмоль/кг) при внутрибрюшинном вве-
дении на модели аденокарциномы Са-755 позво-
лило обнаружить нелинейный характер зависи-
мости эффекта от дозы и выявить оптимальный
режим применения препарата – введение в разо-
вой дозе 100 мкмоль/кг, десятикратно, ежеднев-
но, внутрибрюшинно, обеспечивающий тормо-
жение роста опухоли на 90% и увеличение сред-
ней продолжительности жизни животных на 24%
по сравнению с контролем (рис. 4 и 5, табл. 3). 

Тенденция к некоторому повышению актив-
ности с уменьшением дозы препарата сохраняет-
ся и при внутривенном применении GS-NO. Так,
введение GS-NO внутривенно, пятикратно (с ин-
тервалом в трое суток) в разовых дозах 10 и
20 мкмоль/кг приводит к ингибированию роста
карциномы легких Льюис мышей на 45 и 32% по
сравнению с контролем (рис. 6, табл. 4).

Противоопухолевая эффективность сочетанного
применения Б-ДНКЖ-GSH и GS-NO на модели

карциномы легких Льюис. Определенный интерес
представляет изучение возможности усиления
противоопухолевого эффекта соединений, гене-
рирующих оксид азота, путем сочетанного при-
менения двух разных по химическому строению
веществ.

С этой целью исследована эффективность сов-
местного применения Б-ДНКЖ-GSH и GS-NO
на модели карциномы Льюис при внутрибрю-
шинном введении. 

Как видно из данных, представленных на
рис. 7 и в табл. 5, торможение роста опухоли при
индивидуальном применении Б-ДНКЖ-GSH и
GS-NO в дозах 100 и 200 мкмоль/кг/сутки в дан-
ном опыте не превышает 40 и 20% соответствен-
но, при оценке эффекта на 16-е сутки после пере-
вивки опухоли (рис. 7а, б). 

Ингибирование роста опухоли при совмест-
ном применении в половинных дозах (рис. 7в) со-

Рис. 5. Зависимость противоопухолевого эффекта
GS-NO от дозы при внутрибрюшинном введении на
модели аденокарциномы Са-755.

Рис. 6. Влияние ряда доз GS-NO при внутривенном
введении на кинетику развития карциномы легких
Льюис мышей: 1 – контроль; 2 – GS-NO, 20 мкмоль/
кг/сутки; 3 – GS-NO, 10 мкмоль/ кг/сутки. Препарат
вводился внутривенно, пятикратно – на 1-е, 4-е, 8-е,
12-е и 15-е сутки после перевивки опухоли.

Таблица 3. Противоопухолевый эффект Б-ДНКЖ-GSH в высоких дозах при внутрибрюшинном введении на
модели карциномы легких Льюис

Суточная доза, 
мкмоль/кг

Время оценки 
эффекта, сутки

Средняя масса 
опухоли, г ТРО, % СПЖ

τ, сутки Δτ, %

50 18 1.28 ± 0.40 72 30.3 ± 7.4 23

100 18  0.57 ± 0.30 88 30.7 ± 4.8 24

200 18 1.26 ± 0.40 73 29.2 ± 7.6 19

40 18 2.05 ± 0.50 56 28.0 ± 6.7 14

Контроль 18 4.67 ± 0.80 – 24.6 ± 2.3 –

Примечание. Препарат вводили с первых по десятые сутки внутрибрюшинно.
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ставило 55%, а при применении в полных дозах
(рис. 7г) – 45% по сравнению с контролем.

Таким образом, очевидно, что наибольший
эффект наблюдается при комбинации препара-
тов в половинных дозах и составляет 55% тормо-
жения на 16-е сутки развития опухоли (рис. 7,

табл. 5). Средняя продолжительность жизни у
всех леченых животных на 4–12% ниже, чем в
контроле (табл. 5).

Представленные данные по оценке эффектив-
ности совместного внутрибрюшинного примене-
ния Б-ДНКЖ-GSH и GS-NO свидетельствуют о

Таблица 4. Противоопухолевый эффект GS-NO в ряде доз при внутривенном введении на модели карциномы
легких Льюис

Суточная доза, мкмоль/кг Время оценки эффекта, сутки Средняя масса опухоли, г ТРО, %

20 19 4.1 ± 0.4 32

10 19 3.3 ± 0.3 45

Контроль 19 6.0 ± 0.8 –

Примечание. Препарат вводили на 1-е, 4-е, 8-е, 12-е и 15-е сутки внутривенно.

Рис. 7. Влияние Б-ДНКЖ-GSH, GS-NO и комбинации этих препаратов при внутрибрюшинном введении на развитие
карциномы легких Льюис: (а) – 1 – контроль; 2 – Б-ДНКЖ-GSH, 100 мкмоль/кг/сутки; (б) – 1 – контроль; 2 – GS-
NO, 200 мкмоль/кг/сутки; (в) – 1 – контроль; 2 – комбинация в половинных дозах: Б-ДНКЖ-GSH, 50 мкмоль/кг/сут-
ки + GS-NO, 100 мкмоль/кг/сутки; (г) – 1 – контроль; 2 – комбинация в полных дозах: Б-ДНКЖ-GSH,
100 мкмоль/кг/сутки + GS-NO, 200 мколь/кг/сутки. Введение препаратов с первых по десятые сутки, внутрибрю-
шинно.
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Таблица 5. Противоопухолевая активность препаратов Б-ДНКЖ-GSH, GS-NO и их комбинации при
внутрибрюшинном введении на модели карциномы легких Льюис

Препарат

Суточная доза 
(мкмоль/кг) и 

схема введения 
препарата

Время оценки 
эффекта, сутки

Средняя масса 
опухоли, г ТРО, % СПЖ мышей

τ, сутки Δτ, %

ДНКЖ-GSH 100
1–10 сутки 16 3.4 ± 0.3 40 31.2 ± 4.0 9.5

GS-NO 200
1–10 сутки 16 4.5 ± 0.3 20 31.5 ± 3.1 –9.0

ДНКЖ-GSH
+ GS-NO

50 + 100
1–10 сутки 16 2.6 ± 0.4 55 30.2 ± 5.2 –12.0

ДНКЖ-GSH
+ GS-NO

100 + 200
1–10 сутки 16 3.2 ± 0.2 45 33.2 ± 3.0 –3.8

Контроль 16 5.6 ± 0.3 – 34.5 ± 3.2 –

Рис. 8. Противоопухолевая активность ряда доноров оксида азота при внутривенном введении на модели
аденокациномы Акатол: (а) – Б-ДНКЖ-GSН, 10 мкмоль/кг; 1-е, 4-е, 6-е, 8-е и 11-е сутки; (б) – M-ДНКЖ-ТS,
10 мкмоль/кг; 1-е, 4-е, 6-е, 8-е и 11-е сутки; (в) – Б-ДНКЖ-MS, 2,5 мкмоль/кг, с первых по шестые сутки; (г) – GS-
NO, 10 мкмоль/кг; 1-е, 4-е, 6-е, 8-е и 11-е сутки. 1 – Контроль, 2 – препарат.
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тенденции к некоторому увеличению противо-
опухолевой активности препаратов (с 40 до 55%)
при их комбинированном использовании (кар-
цинома легких Льюис).

Сравнительная оценка противоопухолевой ак-
тивности ряда доноров оксида азота на модели аде-
нокациномы Акатол. С целью определения среди
доноров оксида азота препарата, обладающего
наибольшей противоопухолевой активностью,
проведено сравнительное изучение соединений
Б-ДНКЖ-GSH, M-ДНКЖ-ТS, Б-ДНКЖ-MS и
GS-NO при внутривенном введении на модели
аденокациномы Акатол (рис. 8, табл. 6).

Как видно из представленных данных, адено-
карцинома Акатол обладает весьма слабой чув-
ствительностью к действию изученных препара-
тов, уступая в этом отношении таким моделям со-
лидных опухолей, как аденокарцинома Са-755 и
карцинома легких Льюис. Максимальное инги-
бирование роста аденокарциномы Акатол под
влиянием протестированных препаратов не пре-
вышает 30% по сравнению с контролем и наблю-
дается под влиянием таких соединений, как
M-ДНКЖ-ТS и Б-ДНКЖ-MS (рис. 8, табл. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ

Обобщая результаты проведенных исследова-
ний, отметим, что изученные препараты, облада-
ющие способностью генерировать оксид азота,
проявляют определенную ростингибирующую
активность в отношении солидных опухолей
мышей.

Выраженность противоопухолевого эффекта
зависит от природы соединения, режима его при-
менения и чувствительности опухолевого штам-
ма. Наибольшую противоопухолевую актив-
ность, выразившуюся в торможении роста опухо-
ли на 90%, проявили препараты Б-ДНКЖ-GSH
при внутривенном введении мышам с карцино-
мой легких Льюис и GS-NO при внутрибрюшин-
ном введении животным с аденокарциномой Са-
755 (табл. 7).

Особенностью действия протестированных
препаратов является нелинейный характер зави-
симости противоопухолевого эффекта от дозы,
которая проходит через максимум (рис. 2 и 5). Та-
кой характер зависимости «доза–эффект» явля-
ется нетипичным для действия большинства из-

Таблица 6. Противоопухолевый эффект ряда доноров оксида азота при внутривенном введении на модели
аденокарциномы Акатол

Группа Суточная доза 
(мкмоль/кг) 

Режим введения 
(сутки)

Время оценки 
эффекта, сутки

Средняя масса 
опухоли, г ТРО, %

Б-ДНКЖ-GSH 10 1, 4, 6, 8,11 18 4.04 ± 0.27 18

M-ДНКЖ-ТS 10 1, 4, 6, 8,11 18 3.43 ± 0.26 30

GS-NO 10 1, 4, 6, 8,11 18 4.88 ± 0.32 0

Контроль    4.92 ± 0.37 –

Б-ДНКЖ-MS 2.5 1–6 16 3.04 ± 0.25 30

Контроль   4.31 ± 0.35 –

Примечание. * – Контроль в эксперименте с препаратом Б-ДНКЖ-MS.

Таблица 7. Максимальный противоопухолевый эффект препаратов Б-ДНКЖ-GSH, M-ДНКЖ-ТS, Б-ДНКЖ-
MS и GS-NO на моделях солидных опухолей мышей

Препарат ТРО, % Штамм опухоли Суточная доза, режим введения

Б-ДНКЖ-GSH 90 Карцинома легких Льюис 2 мкмоль/кг, внутривенно на 1-е, 4-е,
7-е, 9-е и 11-е сутки

M-ДНКЖ-ТS 30 Аденокарцинома Акатол 10 мкмоль/кг, внутривенно на 1-е, 4-е, 
6-е, 8-е и 11-е сутки

Б-ДНКЖ-MS 30 Аденокарцинома Акатол 2,5 мкмоль/кг, внутривенно на 1-е, 4-е, 
6-е, 8-е и 11-е сутки

GS-NO
90 Аденокарцинома Са-755 100 мкмоль/кг, внутрибрюшинно на 

первые-десятые сутки

45 Карцинома легких Льюис
10 мкмоль/кг, внутривенно на 1-е, 4-е,

8-е, 12-е и 15-е сутки



58

БИОФИЗИКА  том 65  № 1  2020

ВАНИН и др.

вестных цитостатиков и, возможно, отражает
определенные особенности фармакологического
механизма действия генерирующих оксид азота
препаратов.

При рассмотрении приведенных выше дан-
ных, а также результатов, полученных нами ранее
в работах [1–6] при изучении противоопухолево-
го действия ДНКЖ c тиолсодержащими лиганда-
ми и GS-NO, возникает ряд вопросов, на которые
мы попытаемся ответить.

1. При сопоставлении противоопухолевого
действия всех изученных соединений при их вну-
трибрюшинном и внутривенном введении обна-
руживается четкое различие в отношении их доз,
при которых достигался оптимальный эффект.
При внутрибрюшинном введении он имел место
при наиболее высокой дозе препаратов, тогда как
при внутривенном введении наблюдалась обрат-
ная картина. Исходя из результатов работы [13], в
которой было изучено влияние способов введе-
ния Б-ДНКЖ-GSH крысам на гипотензивное
действие этих комплексов, есть основание пред-
полагать, что при внутрибрюшинном введении
использованных ДНКЖ и GS-NO только незна-
чительная часть этих соединений достигает цир-
кулирующей крови. Другими словами, даже при
их наибольшей дозе (100–200 мкмолей/кг веса
животных) при внутрибрюшинном введении в
кровь попадает менее 1 мкмоля/кг этих соеди-
нений.

2. Здесь же возникает вопрос, почему
при внутривенном введении препаратов их про-
тивоопухолевое действие снижается при повы-
шении их дозы? Ответить на этот вопрос
можно, если учесть, что, согласно работе [14],
вводимые в кровь ДНКЖ и, по-видимому, S-нит-
розотиолы поглощаются иммунокомпетентными
клетками – в первую очередь макрофагами,
включение в которые большого количества доно-
ров NO может оказаться для этих клеток губи-
тельным [15]. Естественно, что погибшие макро-
фаги, включившие в себя значительное количе-
ство доноров NO, не могут обеспечить транспорт
этих доноров к опухолям, как это могли бы осу-
ществить интактные иммунокомпетентные клет-
ки. Такую доставку макрофаги могли осуще-
ствить только при включении в них небольшого
количества доноров NO, например, при внутри-
венном введении в кровь мышей Б-ДНКЖ-GSH
в дозе не более 2 мкмолей/кг.

3. Возникает также вопрос, почему во всех на-
ших опытах нам не удалось достичь оптимально-
го результата – полного подавления роста злока-
чественных опухолей, подобно тому, как это бы-
ло показано в работе китайских исследователей
[7]. 

Прежде чем сделать какое-либо предположе-
ние в ответ на этот вопрос, следует отметить, что

кроме молекул NO, которые могут высвобож-
даться как из ДНКЖ с тиолсодержащими лиган-
дами, так и из S-нитрозотиолов, оба типа этих
нитрозосоединений могут выступать еще и в ка-
честве доноров иона нитрозония (NO+) – про-
дукта одноэлектронного окисления NO [16]. Есть
основание предполагать, что и этот катион спосо-
бен, как и нейтральные молекулы NO, иниции-
ровать гибель опухолевых клеток, вызывая S-нит-
розирование белков, локализованных на клеточ-
ной поверхности, и тем самым провоцируя
развитие апоптоза клеток, обусловленного повы-
шением внутриклеточного окислительного по-
тенциала [17]. 

Что касается губительного действия на эти
клетки молекул NO, то его обычно связывают с
превращением NO в реакции с супероксидом в
пероксинитрит. Последний оказывает на клетки
мощное токсическое действие, высвобождая в
клеточную среду после протонирования свобод-
ные радикалы гидроксила [18]. 

Какой из этих агентов – NO или NO+ – мог
оказывать в наших опытах решающее цитотокси-
ческое действие на опухоли? Есть основание
предполагать, что в качестве такого агента могли
выступать ионы нитрозония. Об этом четко сви-
детельствуют результаты упомянутой выше рабо-
ты [17], в которой было показано, что обработка
М-ДНКЖ-TS одним из производных дитиокар-
бамата, способным перехватывать на себя из
ДНКЖ группу Fe-NO с сопутствующим высво-
бождением из этих комплексов ионов NO+, ни-
коим образом не влияла на эффективность цито-
токсического действия М-ДНКЖ-TS.

Что касается NO, то опухолевые клетки могли
выработать защиту от его действия, как это «дела-
ет» ряд патогенных бактерий [19]. Как и бакте-
рии, злокачественные клетки могли экспресси-
ровать синтез гемсодержащих белков, способных
или окислять, или восстанавливать молекулы
NO, удаляя тем самым NO из внутриклеточной
среды. Вот почему в начале при контакте опухо-
лей с использованными нитрозосоединениями,
когда злокачественные клетки начинали выраба-
тывать защиту от NO, наблюдалась задержка в
развитии опухолей, которая затем, после созда-
ния этой защиты, сменялась быстрым развитием
опухолей. 

Что касается способности злокачественных
клеток вырабатывать защиту против катионов
нитрозония, появление такого качества у этих
клеток представляется маловероятным. В
пользу этого предположения свидетельствует
факт 90%-го ингибирования роста аденокарци-
номы Са-755 при внутрибрюшинном введении
мышам GS-NO (рис. 4б). Последний, как типич-
ный представитель S-нитрозотиолов, мог по ме-
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ханизму S-транс-нитрозирования [11] передавать
катионы NO+ на тиоловые группы поверхност-
ных белков злокачественных клеток и тем самым
подавлять, в соответствии с данными работы [17],
пролиферацию клеток аденокарциномы Ca-755 в
организме мышей.

Почему китайским исследователям в работе
[7] удалось полностью подавить пролиферацию
клеток рака простаты человека под действием мо-
ноядерных динитрозильных комплексов железа с
этилмеркаптаном в качестве тиолсодержащего
лиганда, способного, как и все ДНКЖ с тиолсо-
держащими лигандами, выступать в качестве до-
норов NO и NO+? Не исключено, что этот успех
был обусловлен тем, что молекулы этилмеркапта-
на из-за своих небольших размеров гораздо сла-
бее, чем молекулы глутатиона, могли противосто-
ять переходу катионов нитрозония на тиоловые
группы белков в злокачественных клетках, то есть
препятствовать S-нитрозированию этих белков,
что и могло приводить к гибели опухолевых кле-
ток. Другими словами, успех китайских исследо-
вателей мог быть обусловлен существенно мень-
шей устойчивостью S-нитрозоэтилмеркаптана и
в соответствии с этим меньшей устойчивостью
моноядерных динитрозильных комплексов желе-
за с этилмеркаптаном по сравнению с устойчиво-
стью тех же соединений глутатиона, использовав-
шихся в наших опытах [8, 20, 21].

Нами предполагается проверка высказанных
соображений в последующих исследованиях на
опухолях, которые будут подвергаться действию
ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами с мень-
шими, чем глутатион, размерами молекул. Для
ответа на вопрос, какой из компонентов ДНКЖ –
NO или NO+ – может быть ответственен за
противоопухолевую активность ДНКЖ, предпо-
лагается изучить влияние на эту активность про-
изводных дитиокарбамата, как это было сделано
в работе [17]. В том случае, если производные
дитиокарбамата не будут проявлять противоопу-
холевый эффект, это будет означать, что про-
тивоопухолевая активность ДНКЖ и соответ-
ствующих S-нитрозотиолов обусловлена высво-
бождающимися из них катионами нитрозония.
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Antitumour Properties of Dinitrosyl Iron Complexes with Thiol-Containing Ligands 
and S-Nitrosoglutathione in the Experiment 

 A.F. Vanin*, **, L.A. Ostrovskaya***, D.B. Korman***, V.A. Rykova***, 
N.V. Bluchterova***, and M.M. Fomina***

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

**Institute of Regenerative Medicine, Sechenov First Moscow State Medical University,
ul. Trubetskaya 8, Moscow, 119991 Russia

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

The antitumor activity of S-nitrosoglutathione, bi- and mononuclear dinitrosyl iron complexes with different
thiol-containing ligands such as glutathione, mercaptosuccinate, thiosulfate agaisnt murine transplantable
solid tumors (Lewis lung carcinoma, Acatol adenocarcinoma and Ca-755 adenocarcinoma) was studied.
Preparations of dinitrosyl iron complexes with glutathione after intravenous injection (Lewis lung carcinoma)
and S-nitrosoglutathione after intraperitoneal injection (Ca-755 adenocarcinoma)  in animals exhibited the
highest antitumor activity. They caused 90% tumor cell growth inhibition. The results obtained, in conjunc-
tion with our earlier data concerning the antitumor activity of this type of compounds as well as the results
of other researchers in this filed of study, suggest that the antitumor effect of the above mentioned com-
pounds is due to the ability of these preparations to act as donors of nitrosonium ions. Nitrosonium ion-in-
duced S-nitrosylation of thiol-containing proteins localized to tumor cell surfaces leads to the enhancement
of the intracellular oxidative capacity thereby promoting apoptosis and death of tumor cells.

Keywords: dinitrosyl iron complexes, S-nitrosothiols, antitumor activity, murine solid tumor models 
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ЭФФЕКТ ЗРИТЕЛЬНОЙ СТИМУЛЯЦИИ НА УРОВНИ ГАММА-
АМИНОМАСЛЯНОЙ КИСЛОТЫ И МАКРОМОЛЕКУЛ В ГОЛОВНОМ 
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GABA (гамма-аминомасляная кислота) – основной тормозной нейромедиатор в мозге – играет важную
роль в различных типах синаптической пластичности и патологии. В настоящей работе
для прижизненного исследования влияния видеостимуляции на уровень GABA в зрительной коре мозга
человека использован метод протонной магнитно-резонансной спектроскопии (1Н-МРС) и импульсная
последовательность MEGA-PRESS в двух модификациях: –GABAMEGA-PRESS и +GABAMEGA-PRESS.
Первая модификация позволяет получить 1Н-ЯМР-сигнал метиленовых протонов GABA с химическим
сдвигом δ = 3,01 м.д. (–GABA) без примеси сигнала макромолекул. Во второй модификации этот сигнал
(+GABA) является суперпозицией резонансов метиленовых протонов GABA и макромолекул. Измерено
также действие постоянной видеостимуляции на уровень N-ацетиласпартата и суммарный уровень глу-
тамата и глутамина. Постоянная видеостимуляция не изменяет содержание N-ацетиласпартата и глута-
мина в зрительной коре. По уменьшению интенсивности сигнала –GABA обнаружено статистически
значимое снижение уровня GABA, указывающее на инактивацию синтеза GABA. Выявлено отсутствие
статистически значимых изменений интенсивности резонанса +GABA, что может быть следствием воз-
действия видеостимуляции на макромолекулы. Для проверки этой гипотезы с помощью специально раз-
работанной импульсной последовательности инверсии-восстановления получен сигнал макромолекул
и показано, что его интенсивность нечувствительна к видеостимуляции, и отсутствие изменений ин-
тенсивности сигнала +GABA при активации следует отнести к маскирующему эффекту сигнала макро-
молекул. 

Ключевые слова: 1H-МРС, GABA, MEGA-PRESS, макромолекулы, зрительная стимуляция.
DOI: 10.31857/S000630292001007Х

Нарушения процессов, регулирующих кон-
центрацию основного тормозного нейромедиато-
ра γ-аминомаслянной кислоты (GABA), могут
быть причиной развития церебральной патоло-
гии (шизофрении [1], депрессивного расстрой-
ства [2], тревожности [3], эпилепсии [4]). 

Будучи основным тормозным нейромедиато-
ром, GABA наряду с основным возбуждающим
нейромедиатором глутаматом участвует в цикле

физико-химических процессов, обеспечивающих
перенос высвобождающихся из везикул нейроме-
диаторов в астроциты, преобразование нейроме-
диаторов в глутамин, транспорт глутамина в ней-
роны, где он превращается в глутамат [5]. В
ГАМКергических нейронах глутамат преобразу-
ется глутаматдекарбоксилазой в GABA. Таким
образом, единственным предшественником
GABA является глутамат, поэтому основной тор-
мозной нейромедиатор непосредственно связан с
возбуждающим. Концентрация GABA связана с
функцией коры: [GABA] коррелирует со скоро-
стью принятия решений [6], эффективность рас-
познавания ориентации линий изображения пе-
риферическим зрением тоже может быть соотне-
сена с уровнем GABA [7]. Эти данные

Сокращения: GABA – γ-аминомасляная кислота, МРС –
магнитно-резонансная спектроскопия, ИП – импульсная
последовательность, NAA – N-ацетиласпартат, tCr –
фосфокреатин, Glx – сумма глутамина и глутамата, ЧСИ –
частотно-селективный импульс, SNR – отношение
сигнал/шум.

УДК 57.07
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показывают, что прижизненные исследования
содержания GABA в различных зонах мозга зна-
чимы как для клинических целей, так и для полу-
чения новой нейрохимической информации о
механизмах биологических функций мозга.
Единственным методом, позволяющим измерять
церебральные концентрации метаболитов in vivo,
является магнитно-резонансная спектроскопия
(МРС). При помощи стандартных методик лока-
лизационной спектроскопии (импульсные по-
следовательности (ИП) PRESS [8] и STEAM [9]) в
мозге в зоне интереса можно определить концен-
трации ряда метаболитов, в том числе оценить со-
держание глутамата, однако для измерения
GABA такие спектры не пригодны: все резонансы
GABA (2CH2 – химический сдвиг δ = 3,01 м.д.;
3CH2 – δ = 1,89 м.д.; 4CH2 – δ = 2,28 м.д.) пере-
крыты интенсивными сигналами других метабо-
литов, присутствующих в мозге в концентрациях,
на порядок превышающих концентрацию
GABA (в сером веществе мозга [GABA] ~2,8 мМ,
в белом – ~0,3 мМ [10]). К мешающим определе-
нию GABA сигналам относятся сигналы N-аце-
тиласпартата (NAA, 2CH3 – δ = 2,01 м.д.), креати-
на и фосфокреатина (tCr, N(CH3) – δ = 3,03 м.д.),
глутамина + глутамата (Glx, 4CH2 – δ = 2,4 м.д.)
[11]. 

Для определения уровня GABA создана ИП
MEGA-PRESS [12], которая позволяет из сигнала
при δ = 3,01 м.д. вычесть интенсивный синглет-
ный сигнал tCr. В этой ИП используется эффект
спин-спинового (J)-взаимодействия и зависи-
мость фазы сигналов в мультиплете от времени
эха ТЕ (J-эволюция). В молекуле GABA протоны
соседних метиленовых групп при δ = 1,89 м.д. и
δ = 3,01 м.д. связаны J-взаимодействием, в ре-
зультате которого резонанс при 3,01 м.д расщеп-
ляется в триплет с константой J = 7,35 Гц. J-эво-
люция вызывает расфазирование триплета, кото-
рый при ТЕ = 1/2J, превращается в триплет с
внешними компонентами в противофазе к цен-
тральной компоненте. Применение частотно-се-
лективного импульса (ЧСИ) на δ = 1,9 м.д рефо-
кусирует J-эволюцию сигналов триплета, и он
оказывается сфазированным. Очевидно, что вли-
яние на J-эволюцию сигнала GABA не затрагива-
ет сигнал tCr, перекрывающий интересующий
нас триплет. В ИП MEGA-PRESS, в отличиe от
стандартной ИП PRESS, проводится набор двух
серий спектров: В ⊕-серии в ИП PRESS добавля-
ют ЧСИ на δ⊕ = 1,9 м.д. В ⊖-серии ЧСИ прила-
гается симметрично относительно сигнала
воды на δ⊖ = 7,6 м.д. и не затрагивает область
сигналов церебральных метаболитов, поэтому
спектр ⊖-серии представляет собой стандартный
PRESS-спектр. Вычитание спектров одной серии
из спектров другой серии элиминирует сигнал

tCr. Оставшийся редактированный сигнал при 3
м.д. является суперпозицией резонансов GABA,
макромолекул и гомокарнозина, поэтому в даль-
нейшем ИП с приведенным выше расположени-
ем ЧСИ мы будем называть +GABAMEGA-PRESS.
Вклад макромолекул в редактированный резо-
нанс при использовании +GABAMEGA-PRESS
составляет 50%, а гомокарнозина – 16% [13]. ИП
+GABAMEGA-PRESS наиболее часто применяет-
ся для измерения уровня GABA, вероятно, в
предположении, что изменения интенсивности
этого сигнала могут быть следствием изменения
исключительно GABA. 

Из-за недостаточной селективности ЧСИ на
δ⊕ = 1,9 м.д воздействует не только на триплет
GABA, но и на сигнал метиленовых протонов
макромолекул при δ = 1,7 м.д., связанных J-взаимо-
действием с протонами макромолекул при δ = 3 м.д.
с константой J = 7,8 Гц. Это обуславливает присут-
ствие в спектрах +GABAMEGA-PRESS наличие сиг-
нала макромолекул. Однако если в ⊖-серии ис-
пользовать ЧСИ на δ⊖ = 1.5 м.д., можно исключить
сигнал макромолекул и получить сигнал GABA с
минимальной примесью (гомокарнозин) [14]. Та-
кой вариант ИП MEGA-PRESS мы в дальнейшем
будем называть –GABAMEGA-PRESS. 

Таким образом, в зависимости от расположе-
ния селективных импульсов в ⊖-серии
сигнал GABA может быть зарегистрирован либо с
макромолекулами (+GABA), либо без макромо-
лекул (–GABA). 

Подавление макромолекул приводит к сниже-
нию интенсивности сигнала на 3 м.д. и создает
сложности при его обработке. Это объясняет ча-
стое использование ИП +GABAMEGA-PRESS для
характеристики содержания GABA in vivo в локу-
сах мозга человека. В состоянии покоя этим мето-
дом установлено, что вклад макромолекул в сум-
марный сигнал одинаков в пределах ошибки в
разных корковых зонах (несмотря на разную ин-
тенсивность сигнала +GABA или сигнала макро-
молекул) и сохраняется со временем [15]. Обнару-
жено большее содержание макромолекул в сером
веществе, чем в белом [16]. Однако неясно, что
происходит в случае патологии или при нейроак-
тивации. В ответ на двигательную нагрузку [6],
активацию когнитивных функций [17], физиче-
скую активность [18] зафиксированы изменения
интенсивности сигнала +GABA. Существуют
лишь четыре исследования GABA в зрительной
коре при видеостимуляции. В двух из них измеря-
ли сигнал –GABA и обнаружили его снижение
[19,20]. При измерении сигнала +GABA отмеча-
ется как увеличение [21], так и уменьшение его
интенсивности [22]. 
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Таким образом, участие основного тормозного
нейромедиатора в регуляции процессов возбуж-
дения–торможения при нейроактивации изучено
явно недостаточно. Имеющиеся данные получе-
ны с применением разных модификаций ИП
MEGA-PRESS, что, возможно, приводит к неод-
нозначным результатам. Причиной может быть
влияние нейроактивации не только на GABA, но
и на макромолекулы. Присутствие сигнала мак-
ромолекул может маскировать эффекты измене-
ния GABA [23]. Отсюда возникает необходимость
исследовать влияние видеостимуляции на интен-
сивность сигналов +GABA и –GABA в 1Н-МР-
спектрах зрительной коры мозга человека, выде-
лить сигнал макромолекул, оценить влияние ней-
роактивации на интенсивность сигнала макромо-
лекул и определить, маскирует ли этот сигнал
возможные изменения GABA.

В настоящей работе впервые исследовано вли-
яние видеостимуляции на концентрацию макро-
молекул. Получены значения уровня GABA и
суммарного уровня глутамина и глутамата в усло-
виях постоянной видеостимуляции с использова-
нием ИП –GABAMEGA-PRESS. 

МЕТОДЫ

Объекты исследования. В исследовании при-
няли участие три группы добровольцев. Группа
для исследования –GABA состояла из 16 человек
(средний возраст 29 ± 7 лет); измерение +GABA
проводили в группе из 8 человек (средний возраст
25 ± 3 лет); исследование макромолекул – в груп-
пе из 16 человек (25 ± 7 лет). Все пациенты были

здоровы и ознакомлены с процедурой исследо-
вания.

Зрительная стимуляция. Исследование состоя-
ло из двух блоков одинаковой длительности
(9 мин 36 с): «покоя» и «стимуляции». Для исклю-
чения незапланированной зрительной активации
во время «покоя» освещение в аппаратной томо-
графа было выключено заблаговременно, а испы-
туемого просили закрыть глаза. Затем испытуе-
мого просили открыть глаза, включали экран (си-
стема SensaVue) и через систему зеркал
предъявляли зрительную стимуляцию – шахмат-
ная доска, мерцающая с частотой 8 Гц. Внимание
испытуемого оценивали по появляющимся с раз-
ными промежутками времени красным крестам
на черном фоне (пять раз за две минуты), которые
испытуемый должен был считать и на каждое пя-
тое появление нажимать на кнопку, вызывавшую
звуковой сигнал в аппаратной томографа.

Получение диагностических изображений с
помощью магнитно-резонансной томографии. Все
исследования выполнены на магнитно-резонанс-
ном томографе Achieva dStream 3T (Philips,
Нидерланды) при помощи приемной катушки
dStream HeadNeckSpine coil. Отсутствие очагово-
го поражения и объемного процесса в головном
мозга устанавливали по данным диагностической
магнитно-резонансной томографии (Т1-, Т2-
взвешенные изображения, изображения с ослаб-
лением сигнала свободной жидкости и диффузи-
онно-взвешенные изображения). Спектроскопи-
ческий воксел располагали в зрительной коре
(рис. 1), которую визуализировали по данным
функциональной магнитно-резонансной томо-
графии [24].

Протокол получения данных методом магнитно-
резонансной спектроскопии. В ИП –GABAMEGA-
PRESS применяли следующие параметры: время
эха (TE) = 80 мс, задержка на релаксацию (TR) =
2 с, число накоплений (NSA) = 288 (по 144 накоп-
ления на каждую серию), ЧСИ длительностью
20 мс применяли на δ⊕= 1,9 м.д. в ⊕-сериях и
δ⊖ = 1,5 м.д. в ⊖-сериях. В ИП +GABAMEGA-
PRESS ТЕ = 68 мс, ЧСИ длительностью 14 мс рас-
полагали на δ⊕= 1.9 м.д. и δ⊖  = 7,5 м.д. J-модуля-
ция изменяет вид мультиплета GABA в
области 3 м.д. в разных сериях. Размер спектро-
скопического воксела для спектров макромоле-
кул и –GABA: 20 × 40 × 30 мм3, для +GABA –
25 × 45 × 35 мм3. 

Выделение сигнала макромолекул. Резонансы,
принадлежащие макромолекулам, имеют низкое
время продольной релаксации Т1 [25]. Это дает
возможность выделить сигнал макромолекул при
δ = 3 м.д., используя инвертирующий импульс с
последующим восстановлением макроскопиче-

Рис. 1. Расположение спектроскопического вокселя.
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ской намагниченности [25]. Для исключения сиг-
налов GABA и гомокарнозина в области 3 м.д.
применяли дополнительный инвертирующий
импульс блочной формы шириной 50 Гц и време-
нем инверсии TI = 530 мс. Этот импульс исполь-
зовали как предварительный в обеих модифика-
циях ИП MEGA-PRESS – для получения сигнала
макромолекул в +GABAMEGA-PRESS и для
оценки качества подавления сигналов метаболи-
тов в –GABAMEGA-PRESS. Оценку остаточного
сигнала в последнем случае проводили, сравни-
вая отношение сигнал/шум (SNR) в сигнале на
3 м.д. с макромолекулами и без них. В отношении
сигнал/шум оценка сигнала производится как
разница максимального и минимального значе-
ния в области δ = 2,8–3,5 м.д., а шум как стан-
дартное отклонение среднего значения интен-
сивности шумовых дорожек в области 11–12 м.д.
или 12–13 м.д после вычетания полиноминаль-
ной функции (n = 2) из спектра в каждой из этих
областей. [26].

Обработка спектральных данных. Все спектры
обрабатывали в программе GANNET [26] на базе
MATLAB. Программа автоматически подбирает
параметры для аппроксимации резонансов одной
гауссовой линией. Результатом обработки явля-
лись значения интенсивностей сигналов +GABA,
–GABA, макромолекул а также GLX, tCr (при об-
работке ⊖-серии в ИП -GABAMEGA-PRESS).
Погрешность аппроксимации резонансов оцени-
вали по выдаваемому программой параметру
CRLB [27]. Из дальнейшего анализа исключали
значения интенсивностей сигналов –GABA с по-
грешностью обработки > 20%, что уменьшило
размер выборки с 15 до 10 человек. 

Для нормировки интенсивностей в качестве
референса использовали интенсивность tCr. Эф-
фект видеостимуляции на параметры +GABA/Cr,
–GABA/Cr, Glx/Cr и интенсивность сигнала
макромолекул выявляли путем межгруппового
сравнения данных, полученных в покое и в пери-
оде видеостимуляции. Наборы данных проверяли
на принадлежность к нормальному распределе-
нию с помощью критерия Шапиро–Уилка. До-
стоверность эффекта оценивали по критерию
Вилкоксона для связанных выборок [28]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Рис. 2а представляет спектр, полученный при
использовании ИП –GABAMEGA-PRESS с пред-
варительным добавлением инвертирующего им-
пульса. Спектр не содержит резонансных линий
при δ = 3 м.д., сигнал подавлен. Для точной ин-
терпретации результата проведена следующая ко-
личественная оценка. Среднее значение SNR в
спектрах –GABAMEGA-PRESS с инвертирующим

импульсом составляет 1,76, в то время как в спек-
трах +GABAMEGA-PRESS с таким же импульсом
SNR = 7,42. Таким образом, наш метод обеспечи-
вает подавление сигнала –GABA в 4,2 раза.

На рис. 2б представлен спектр +GABAMEGA-
PRESS, полученный с использованием с инвер-
тирующего импульса, в котором сигнал на 3 м.д.
на 90% (см. обсуждение) соответствует сигналу
макромолекул. 

На рис. 3а изображены изменения интенсив-
ности сигнала –GABA, нормированного на креа-
тин, у каждого испытуемого. Видно, что в восьми
случаях из десяти изменение отрицательное и

Рис. 2. MEGA-PRESS спектр (усредненный по
288 динамикам) с инвертирующим предварительным
импульсом: (а) – с подавлением макромолекул, (б) –
без подавления макромолекул. Как и ожидалось,
сигнал при δ = 3 м.д. отсутствует.
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лишь в двух случаях – положительное. При помо-
щи рангового критерия Вилкоксона установлено,
что найденное изменение –GABA/Cr статистиче-
ски достоверно. Из рис. 3б видно, что медиана из-
менения –GABA/Cr составляет 12% (p < 0,05). 

В результате зрительной стимуляции не выяв-
лено статистически достоверного изменения
отношений Glx/Cr, +GABA/Cr, а также макромо-
лекул.

ОБСУЖДЕНИЕ

Снижение уровня GABA в ответ на зрительную
стимуляцию. Полученный нами результат соот-
ветствует данным измерений сигнала GABA на
томографе с напряженностью постоянного маг-
нитного поля В0 = 7 Тл; авторы показали, что
концентрация GABA в зрительной коре досто-
верно снижается на 5% под влиянием десятими-
нутной видеостимуляции [19]. Из данных работы
[19] следует, что даже увеличение спектрального
разрешения при В0 = 7 Тл не позволяет разделить
сигналы GABA и макромолекул, и обнаруженный
авторами эффект относится к сумме GABA и мак-
ромолекул, хотя вклад последних в этом случае
должен уменьшиться. Вероятно, по этой причине
эффект видеостимуляции меньше, чем обнару-
женный нами по данным, полученным с помо-
щью ИП –GABAMEGA-PRESS, когда сигнал мак-
ромолекул элиминирован полностью. В отличие
от результатов, представленных в настоящей ра-
боте, исследование влияния такой же стимуля-
ции с помощью +GABAMEGA-PRESS МРС в поле
3Т [22] обнаружило статистически значимое сни-

жение +GABA/Cr. Противоположный по знаку
эффект зрительного возбуждения, достоверный
рост [+GABA], найден в работе [21]. Из приве-
денных данных следует, что снижение концен-
трации GABA наблюдается лишь в тех МРС-ис-
следованиях, в которых удается избавиться от
вклада макромолекул, тогда как измерения
+GABA при зрительном возбуждении дают про-
тиворечивые результаты [21,22]. 

Мы не нашли изменения интенсивности сиг-
нала Glx под влиянием видеостимуляции. Одна-
ко измерения глутамата в поле 7Т, в котором раз-
решаются сигналы глутамата и глутамина, пока-
зали, что в ответ на зрительную стимуляцию
содержание глутамата статистически значимо
увеличивается на 3%, если стимул предъявляют в
течение 10 мин [27], и на 2% – при блочной пяти-
минутной стимуляции [30]. 

После высвобождения из везикул глутамат по-
чти полностью попадает в астроциты, где из него
синтезируется глутамин, превращающийся после
переноса в нейроны в глутамат [31]. Таким обра-
зом, взаимопревращение глутамата и глутамина в
цикле может быть причиной постоянства Glx. К
сожалению, 1Н-МРС-измерений глутамина
практически нет, за исключением исследования в
поле 7Т с использованием зрительного возбужде-
ния, под действием которого обнаружены проти-
вонаправленные и примерно одинаковые изме-
нения (содержание глутамата увеличивается на
0,22 ± 0,11 мМ, а содержание глутамина снижает-
ся на 0,18 ± 0,11 мМ) [32]. Это означает, что изме-
нения суммарной концентрации глутамата и глу-
тамина под влиянием видеостимуляции не будут
наблюдаться, что соответствует нашим данным. 

Рис. 3. (а) – Изменения относительной интенсивности сигнала –GABA в зрительной коре в состоянии покоя и
активации у каждого испытуемого; (б) – сравнение медиан –GABA/Cr в покое и при зрительной стимуляции.
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Из постоянства концентрации Glx могут сле-
довать два вывода. Либо при активации зритель-
ной коры глутамат участвует исключительно в
цикле нейромедиаторов и не включается в другие
процессы (например, окисление, синтез GABA),
либо его концентрация пополняется за счет по-
вышения потребления глюкозы. В пользу первого
предположения свидетельствует обнаруженное
нами снижение GABA, которое может быть след-
ствием уменьшения расхода глутамата в синтезе
GABA, а также следствием использования GABA
в качестве субстрата вместо глутамата в цикле
Кребса.

Содержание N-ацетиласпартата в ответ на дли-
тельную стимуляцию сохраняется. В нескольких
цитированных ранее работах, выполненных на
томографах с В0 = 7 Тл, исследовали влияние зри-
тельной стимуляции на содержание метаболитов
в зрительной коре и, как и в нашем исследовании,
не зафиксировали статистически достоверного
изменения суммарного содержания NAA и N-аце-
тиласпартат-глутамата [21,30]. Однако измерение
суммарного содержания NAA и N-ацетиласпар-
тат-глутамата с помощью ИП MEGA-PRESS в
поле 3Т показало, что такой же, как использован-
ный нами, способ видеостимуляции вызывает в
зрительной коре испытуемых снижение суммар-
ного содержания NAA и N-ацетиласпартат-глута-
мата на 60% и увеличение NAA на 18% [33]. Если
учесть, что вклад NAA и N-ацетиласпартат-глута-
мата в суммарный сигнал составляет 10% и ис-
пользовать данные работы [33], то следует ожи-
дать снижения интенсивности суммарного сиг-
нала tNAA примерно на 10%. По нашим данным,
этот эффект зрительного возбуждения не наблю-
дается. Возможно, расхождение данных с наши-
ми результатами объясняются разными способа-
ми оценки концентраций: авторы работы [33] из-
меряют не интегральные интенсивности
сигналов, а высоты их пиков. 

Таким образом, наблюдаемое в нашем иссле-
довании постоянство tNAA в ответ на видеости-
муляцию в основном совпадает с результатами
тех авторов, которые использовали стандартную
оценку эффектов видеостимуляции на основе ин-
тегральной интенсивности сигнала tNAA.

Маскировка эффекта более интенсивным сигна-
лом макромолекул. В настоящей работе мы пока-
зали, что видеостимуляция влияет на интенсив-
ность сигнала -GABA, тогда как интенсивность
сигнала +GABA не изменилась. При этом интен-
сивность сигнала макромолекул в ответ на стиму-
ляцию не изменяется. Отсюда можно сделать вы-
вод, что сигнал макромолекул маскирует измене-
ния GABA. Причина в том, что сигнал
макромолекул значительно превышает по интен-
сивности сигнал GABA, это делает невозможным
зафиксировать небольшой эффект изменения

при текущем уровне погрешности. Согласно на-
шим измерениям, вклад макромолекул в суммар-
ный сигнал при δ = 3 м.д. составляет ~63%, а
GABA (и гомокарнозин) – соответственно 37%.
Расчет выполнен, исходя из сравнения средних
значений интенсивностей сигналов макромоле-
кул и –GABA. В нашей работе погрешность обра-
ботки сигнала +GABA составляет ~10% (ошибка
обработки, полученная в Gannet), при этом вклад
зафиксированного изменения GABA (12%) в сум-
марный сигнал (+GABA) равен ~4%. 

В то же время каждое третье измерение
‒GABA превышает погрешность обработки в
20% из-за низкого значения SNR. Суммируя вы-
шесказанное, можно сделать вывод, что измере-
ние сигнала +GABA сопровождаются риском по-
тери эффекта. При этом следует иметь в виду низ-
кую интенсивность сигнала –GABA, что создает
серьезные трудности при его обработке, а это
означает необходимость улучшения методики для
повышения значения SNR.

Оценка качества подавления сигналов метабо-
литов. На результат измерения сигнала макромо-
лекул может повлиять неполное подавление сиг-
нала GABA и гомокарнозина. По остаточному
вкладу этих сигналов оценим возможность лож-
ного постоянства сигнала макромолекул при ви-
деостимуляции. До подавления доля GABA в об-
щем сигнале +GABA равнялась 37%; после по-
давления она снизится до 12%, поскольку
интенсивность сигнала макромолекул не изме-
нится, а интенсивность GABA снизится в 4,2 ра-
за. Снижение остающейся части GABA на 12%
при видеостимуляции соответствует ~1,7% от из-
меренного сигнала макромолекул. Увеличение
интенсивности сигналамакромолекул, превыша-
ющее данное значение, могло бы быть обнаруже-
но в настоящей работе в отсутствие других факто-
ров, влияющих на погрешность измерения. Та-
ким образом, не более 2% от интенсивности
сигнала макромолекул могут объясняться нали-
чием остаточного сигнала –GABA в активиро-
ванной зрительной коре.

Наблюдаемые макромолекулы не участвуют в
процессе нейротрансмиссии. Общую характери-
стику резонансов макромолекул можно найти в
работе [34]. Достоверных биохимических данных
о структуре макромолекул все еще нет. В 1Н-МР-
спектрах мозга крысы in vivo сигналы этих соеди-
нений отнесены согласно их химическим сдвигам
к метильным и метиленовым протонам амино-
кислотных остатков цитозольных белков или
аполипопротеинов [34]. В частности, сигнал мак-
ромолекул на 3 м.д. соответствует структурному
фрагменту с концевой группой –CH2NH2 лизина
(как и GABA). В настоящей работе в ответ на зри-
тельную активацию изменение сигнала макромо-
лекул на δ = 3 м.д. не выявлено. Это указывает на
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отсутствие концентрационных, конформацион-
ных и структурных изменений макромолекул, за-
трагивающих фрагмент, резонирующий при δ = 3
м.д., под влиянием процесса нейротрансмиссии.

ВЫВОДЫ
Из результатов настоящей работы можно сде-

лать вывод, что макромолекулы со структурным
фрагментом, резонирующим на 3 м.д., не вовле-
чены в процесс нейротрансмиссии при обработке
зрительного стимула. Снижающийся в условиях
нагрузки уровень GABA при постоянстве уровня
Glx свидетельствует о роли тормозного нейроме-
диатора в обеспечении баланса процессов воз-
буждения-торможения в зрительной коре при
длительной видеостимуляции. 
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The Effect of Visual Stimulation on GABA and Macromolecules Levels 
in Human Brain in vivo

A. Yakovlev*, A. Manzhurtsev**, ***, P. Menshchikov*, M. Ublinskiy**, ***, О. Bozhko***,
T. Akhadov***, and N. Semenova*, **, ***

*Semenov Institute of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119991 Russia 

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

***Clinical and Research Institute of Emergency Paediatric Surgery and Traumatology,
ul. Bolshaya Polyanka 22, Moscow, 119180 Russia

Gamma-aminobutyric acid (GABA) is the main inhibitory neurotransmitter in the brain and plays an im-
portant role in various types of synaptic plasticity and pathology. In present work, proton magnetic resonance
spectroscopy (1H-MRS) and two modified MEGA-PRESS pulse sequences such as –GABA MEGA-PRESS
and +GABA MEGA-PRESS were used to investigate the effect of visual stimulation on the GABA level in hu-
man visual cortex in vivo. With –GABA MEGA-PRESS it was possible to acquire 1H-NMR-signal of methy-
lene protons of GABA with the chemical shift δ = 3.01 ppm without signals from macromolecules. When
+GABA MEGA-PRESS was implemented, the GABA signal was a superposition of resonances of methylene
protons of GABA and macromolecules. The effect of constant visual stimulation on the level of N-acetylas-
partate and total level of glutamate and glutamine was also estimated. Constant visual stimulation has no ef-
fect on the levels of N-acetylaspartate and glutamine in the visual cortex. –GABA signal intensity decreased
with a statistically significant decrease in the level of GABA signal intensity leading to inactivation of GABA
synthesis. No statistically significant changes in the intensity of +GABA resonance were found, probably due
to the effect of visual stimulation on macromolecules. In order to test this hypothesis a signal from macro-
molecules was acquired using specifically-designed inversion-recovery pulse sequence. It was shown that the
intensity of this signal is unaffected by visual stimulation and the lack of changes in the intensity of +GABA
signal during stimulation has to be considered as the masking effect of macromolecular signal..

Keywords: 1H-MRS, GABA, MEGA-PRESS, macromolecules, visual stimulation
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Проведено спектроскопическое изучение возникновения липофусцинового «мусора» в туловищах
и головах дрозофил Drosophila melanogaster (vestigial) под действием повышенной температуры и
интенсивного ультрафиолетового облучения. После часового воздействия температуры (48°С) или
ультрафиолетового облучения в туловищах и головах дрозофил обнаруживается деградация
триптофановых остатков белков, сопровождающаяся появлением голубой флуоресценции
термолипофусцина или фотолипофусцина соответственно. Предполагается, что триптофановые
остатки активно участвуют в формировании этих липофусцинов. Кроме того, наблюдалась
термодеструкция и фотодеструкция ретиналя глазного родопсина. 

Ключевые слова: липофусцин, ретиналь, Drosophila melanogaster, ультрафиолетовое облучение.
DOI: 10.31857/S0006302920010081

Накопление внутриклеточного «мусора» липо-
фусцина (этот общепринятый термин неудачен,
так как не в каждом липофусцине много липи-
дов) является одним из индикаторов старения ор-
ганизмов [1, 2]. При естественном старении, а
также при воздействии некоторых вредных эко-
логических факторов на животных количество
внутриклеточного «мусора» увеличивается [3, 4].
В зависимости от условий в разных органах могут
накапливаться различные виды липофусцина,
сильно варьирующего по своему составу и свой-
ствам [4–6]. Когда «мусора» накапливается
слишком много, животное умирает [7–10]. Поми-
мо накопления липофусцина, у старых животных
увеличивается количество межбелковых сшивок
[6, 11], уменьшается содержание цитохромов и
флавинов [12] и т.д.

Хотя продолжительность жизни животных,
как известно, сильно зависит от генетических
особенностей и мутаций, никакой специальной
«программы» смерти, о которой иногда говорят
[13], у животных не существует [7].

Плодовые мушки (Drosophila melanogaster) яв-
ляются удобным объектом для изучения есте-
ственного и искусственного старения [8–10, 13,
14], так как у них небольшая продолжительность
жизни, высокая плодовитость, маленькие разме-
ры и неприхотливость к условиям содержания.
При комнатных температурах эти мушки живут
обычно 20–30 суток. При понижении температу-

ры, при особом питании и при отборе для раз-
множения только молодых самок продолжитель-
ность жизни возрастает многократно [8]. 

Одним из экологических факторов, ускоряю-
щих старение, является повышенная температу-
ра, активирующая образование перекиси водоро-
да и перекисное окисление липидов, вызываю-
щих денатурацию белков и накопление
липофусцина в разных объектах [5, 7–9, 12, 14,
15]. Другим экологическим фактором является
ультрафиолетовое облучение, которое может дей-
ствовать аналогичным образом [8, 16, 17]. 

Целью данной работы является спектроскопи-
ческое изучение возникновения липофусциново-
го «мусора» в тушках и головах нелетающих дро-
зофил (Drosophila melanogaster, мутация vestigial)
под действием двух экологических факторов –
повышенной температуры и интенсивного уль-
трафиолетового облучения. Кроме того, показана
деградация ретиналя глазного родопсина и его
участие в образовании липофусцинового «мусо-
ра» в головах дрозофил после этих воздействий. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Опыты проводили на нелетающих дрозофилах

Drosophila melanogaster (мутация vestigial) в воз-
расте 10–20 суток. Дрозофил выращивали и со-
держали согласно протоколу, описанному в рабо-
те [8]. Чтобы минимизировать влияние компо-
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нентов пищи кишечника на регистрируемые
показатели (оптическую плотность и флуорес-
ценцию экстрактов туловищ и голов мушек), за
восемь часов до опыта дрозофил оставляли без
еды (давали только воду).

Для исследования воздействия повышенной
температуры на мушек их помещали в пластико-
вую пятимиллилитровую пробирку типа Eppen-
dorf, устанавливаемую в камеру термостата при
48°С на 1 ч.

Для облучения дрозофил ультрафиолетовым и
видимым светом (250–800 нм) использовали ксе-
ноновую лампу мощностью 450 Вт, дополнитель-
но снабженную водным светофильтром (в боль-
шой кварцевой ячейке), ослабляющим ближний
инфракрасный свет и полностью отрезающим
среднее инфракрасное (тепловое) излучение (эта
лампа моделирует естественное солнечное облу-
чение, т.к. имеет сходный спектр). Живых мушек
помещали в кварцевую кювету с длиной оптиче-
ского пути 1 см и облучали в течение 1 ч. При
этом кювету держали открытой, чтобы не проис-
ходило сильного повышения температуры внутри
кюветы.

Затем десять опытных и десять контрольных
(без нагрева или облучения) мушек декапитиро-
вали, после чего отдельно гомогенизировали го-
ловы и отдельно – туловища. Гомогенизацию
проводили путем тщательного растирания в фар-
форовой ступке пестиком в 0,5 мл изопропаноль-
но-водного (с соотношением 1 : 4) раствора с по-
следующим добавлением еще 1,5 мл такого же
раствора. Нерастворимые частицы (крылышки,
ножки и др.) отбрасывали или отфильтровывали.

Все полученные экстракты проб были выров-
нены по величине поглощению при 280 нм для
получения сходных концентраций по белку.
Спектры поглощения экстрактов в ультрафиоле-

товой и видимой области регистрировали на
спектрофотометре ПЭ-5400-УФ (ООО «Экохим»,
Санкт-Петербург). Спектры флуоресценции экс-
трактов снимали на спектрофлуориметре Cary
Eclipse (Agilent , США) в кварцевых кюветах с
длиной оптического пути 1 см по известным ме-
тодикам [17, 18]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В спектрах поглощения экстрактов голов дро-

зофил наблюдаются две интенсивные полосы – в
районе 260–290 нм и 420–520 нм (рис. 1). Первая
обусловлена в основном ДНК (260 нм) и белками
(270 нм – тирозины, 280 нм – триптофаны) [17,
18], а вторая – ретиналем, принадлежащем ро-
допсину пигментных клеток глаз [19]. Кроме то-
го, имеется слабая, едва заметная полоса в районе
330–370 нм. В этой области поглощают флавины,
НАДН, НАДФН, антраниловая кислота и липо-
фусцин [7, 11, 18], количество которых у дрозофил
мало и не определенно.

После часового воздействия на дрозофил по-
вышенной температуры (48°С) в спектрах погло-
щения наблюдается уменьшение оптической
плотности в ультрафиолетовой области (рис. 1). В
туловищах снижение оптической плотности в
ультрафиолетовой области обусловлено исклю-
чительно деградацией триптофановых остатков
белков. Об этом свидетельствует то, что уменьша-
ется поглощение при 280 нм, но не при 260 нм.
ДНК при умеренном нагреве не деградирует. В
случае же голов после нагрева в спектре в ультра-
фиолетовой области не возникает коротковолно-
вого сдвига. Это связано с тем, что значительный
вклад в ультрафиолетовую полосу экстрактов го-
лов дает ретиналь глазного родопсина, а не трип-
тофаны белков. Ретиналевая полоса в видимой
области после часового нагрева мушек уменьши-

Рис. 1. Спектры поглощения экстрактов туловищ и голов дрозофил до и после часового воздействия на мушек
повышенной температуры (48°С): 1 – туловище, контроль, 2 – туловище, опыт, 3 – голова, контроль, 4 – голова, опыт. 
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лась вдвое. Значит, при высокой температуре
происходит повреждение пигментных клеток
глаз, сопровождающееся окислением и деграда-
цией ретиналя. Деградировавший ретиналь мож-
но рассматривать как внутриклеточный «мусор».

Аналогичные изменения возникают после ча-
сового ультрафиолетового облучения дрозофил
(рис. 2), причем ароматические аминокислоты в
этом случае деградируют сильнее, чем при нагре-
вании, а ретиналь – почти настолько же. Интен-
сивный ультрафиолетовой свет поглощается
триптофановыми и тирозиновыми остатками
белков, вызывая денатурацию, а интенсивный
видимый свет поглощается глазным ретиналем
родопсина, вызывая его деградацию. 

Поскольку спектрофотометрически детекти-
ровать липофусцин практически невозможно
(слишком слаба полоса в районе 360 нм из-за его
малого количества), то он был детектирован
спектрофлуориметрически. Одним из свойств
липофусцина является его интенсивная
флуоpеcценция в голубой области при возбужде-
нии в ближней ультрафиолетовой области [12, 16,
20]. При этом наибольший вклад часто вносит
митохондриальный липофусцин [5, 6, 10, 12, 16].

В спектре изопропанольно-водных экстрактов
контрольных дрозофил видна полоса голубой
флуоресценции (при возбуждении на 360 нм, см.
рис. 3). Интенсивность и положение максимума
спектров экстрактов туловищ и голов различают-
ся. В экстрактах туловищ голубая полоса втрое
сильней, чем в экстрактах голов, и имеет макси-
мум при 410 нм, а не при 435 нм. В голубую полосу
могут вносить неопределенный вклад несколько
флуорофоров: шиффовый хромофор липофусци-
на, НАДН, НАДФН, антраниловая кислота и др.,
что, по-видимому, и обусловливает существен-
ный спектральный сдвиг между экстрактами из
туловищ и голов.

После часового прогрева дрозофил при темпе-
ратуре 48°С в экстрактах туловищ возникает
очень интенсивная полоса с максимумом при
420 нм (рис. 3), принадлежащая исключительно
образовавшемуся термолипофусцину. Спектр
термолипофусцина сдвинут в длинноволновую
сторону относительно исходной полосы (до на-
грева). Нельзя исключить, что одной из флуоро-
форных групп термолипофусцина является ан-
траниловая кислота – продукт деградации белко-
вого триптофана. 

В экстрактах голов после часового прогрева
дрозофил при температуре 48°С интенсивность
голубой полосы возрастает вдвое, но без суще-

Рис. 2. Спектры поглощения экстрактов туловищ и голов дрозофил до и после часового ультрафиолетового облучения
мушек: 1 – туловище, контроль, 2 – туловище, опыт, 3 – голова, контроль, 4 – голова, опыт.

Рис. 3. Спектры голубой флуоресценции экстрактов
туловищ и голов дрозофил до и после часового
воздействия на мушек повышенной температуры
(48°С): 1 – туловище, контроль, 2 – туловище, опыт,
3 – голова, контроль, 4 – голова, опыт. Возбуждение
флуоресценции – 360 нм.
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КРЫЛОВА и др.

ственного спектрального сдвига (рис. 3). Значит,
в этом случае термолипофусцин сильно схож с
исходным липофусцином. Можно предполо-
жить, что они оба в значительной степени явля-
ются продуктами деградации ретиналя, а не толь-
ко белков.

После часового ультрафиолетового облучения
дрозофил в спектрах голубой флуоресценции
экстрактов туловищ и голов наблюдаются явле-
ния, аналогичные наблюдаемым при нагреве
(рис. 4). Однако, в отличие от нагрева, для экс-
трактов туловищ при этом не наблюдается длин-
новолнового сдвига. Фотолипофусцин туловищ
отличен от термолипофусцина туловищ. В случае
же голов фотолипофусцин спектрально не отли-
чается от исходного липофусцина голов. Вероят-
но, фотолипофусцин голов в значительной степе-
ни является продуктом фотодеградации ретина-
ля, а не только триптофановых остатков белков.

Предположение о важной роли триптофано-
вых остатков белков в формировании голубой
флуоресценции термолипофусцина и фотолипо-
фусцина подтверждается данными по белковой
флуоресценции. 

На рис. 5 приведены спектры белковой флуо-
ресценции экстрактов туловищ и голов после ча-
сового воздействия на дрозофил повышенной
температуры. В обеих пробах после воздействия
обнаруживается снижение интенсивности трип-
тофановой полосы. Это согласуется со спектро-
фотометрическими данными. Значит, количе-
ство триптофановых остатков после прогрева
дрозофил действительно заметно уменьшается.
По-видимому, термолипофусцин, как и фотоли-
пофусцин, образуется из любых триптофансодер-
жащих белков. Повышенная температура может

приводить как к образованию шиффовых основа-
ний белков с окисленными липидами, так и к де-
градации триптофановых остатков до антранило-
вой кислоты. В обоих случаях должна возникать
голубая флуоресценция термолипофусцинового
«мусора» (при возбуждении на 360 нм), что и на-
блюдалось нами (см. рис. 3).

Сходное, но еще более выраженное падение
триптофановой флуоресценции наблюдается в
экстрактах туловищ после часового ультрафиоле-
тового облучения (рис. 6). В экстрактах голов
снижение тоже имело место, но было существен-
но меньше. Данный факт хорошо согласуется с
тем, что при ультрафиолетовом облучении дрозо-
фил в их головах возникает мало фотолипофус-
цина (рис. 4). Это можно объяснить тем, что рети-
наль, поглощая ультрафиолетовой свет, экрани-
рует собой белки, защищая триптофаны от
ультрафиолетового воздействия. Вероятно,
именно поэтому белки туловищ менее подверже-
ны фотодеструкции, чем белки голов.

Вышеприведенные результаты хорошо согла-
суются с ранее полученными на митохондриях
печени крысы [1, 6, 16,] и на нематодах [11] дан-
ными о важной роли деградации триптофановых
остатков в формировании двух типов внутрикле-
точного «мусора» – нефлуоресцирующих меж-
белковых сшивок и флуоресцирующего липофус-
цина.

Итак, возникновение липофусцинового «му-
сора» в тушках и головах нелетающих дрозофил
(Drosophila melanogaster, vestigial) под действием
повышенной температуры или интенсивного
ультрафиолетового облучения весьма сходно.
Оно в значительной степени обусловлено дегра-

Рис. 4. Спектры голубой флуоресценции экстрактов
туловищ и голов дрозофил до и после часового уль-
трафиолетового облучения мушек: 1 – туловище,
контроль, 2 – туловище, опыт, 3 – голова, контроль,
4 – голова, опыт. Возбуждение флуоресценции –
360 нм.

Рис. 5. Спектры белковой флуоресценции экстрак-
тов туловищ и голов дрозофил после часового воз-
действия повышенной температуры (48°С): 1 – ту-
ловище, контроль, 2 – туловище, опыт, 3 – голова,
контроль, 4 – голова, опыт. Возбуждение флуорес-
ценции – 280 нм.
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дацией триптофановых остатков белков и рети-
наля.
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The Formation of Lipofuscin in Drosophila after Exposure 
to Elevated Temperature and UV Radiation
 A.E. Krylova, A.V. Chaplygina, and N.L. Vekshin

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

In this work, we studied by spectroscopy how exposure to elevated temperature regime or intense UV radia-
tion leads to the occurrence of lipofuscin debris in carcasses and heads of Drosophila melanogaster (vestigial).
After one-hour exposure to elevated temperature ( 48°C) or UV radiation degradation of tryptophan residues
followed by the appearance of blue f luorescence of thermo-lipofuscin or photo-lipofuscin, respectively, was
observed in Drosophila carcasses and heads. Evidence suggests that tryptophan residues are actively involved
in the formation of these lipofuscins. Thermal and photo-destruction of retinal of the eye rhodopsin were also
seen.

Keywords: lipofuscin, retinal, Drosophila melanogaster, ultraviolet irradiation

Рис. 6. Спектры белковой флуоресценции экстрак-
тов туловищ и голов дрозофил после часового уль-
трафиолетового облучения: 1 – туловище, контроль,
2 – туловище, опыт, 3 – голова, контроль, 4 – голо-
ва, опыт. Возбуждение флуоресценции – 280 нм.
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Развитие нанотехнологий, искусственное получение наночастиц оксидов металлов с размерами от
1 до 100 нм поднимает вопрос о биологической безопасности таких наночастиц. Наночастицы
размером менее 10 нм способны проникнуть в кровоток, а оттуда уже в различные органы – мозг,
печень, почки, легкие, селезенку. Наночастицы – патогенный экзогенный фактор, меняющий
структуру и функции природных биомембран. Ранее было установлено in vitro, что в мембрану
проникают наночастицы, имеющие радиус меньше критического значения Rcr. При этом
микровязкость липидного бислоя биомембран уменьшается, образуются сквозные поры, которые
могут слиться в трещины и разрушить мембрану. Если радиус наночастиц больше критического, то
они адсорбируются на поверхности мембран, увеличивая их микровязкость. В обоих случаях
наночастицы нарушают нормальное функционирование природных биомембран и клеток. В
представленной работе дана термодинамическая модель прямого (не за счет эндоцитоза)
проникновения наночастиц в липидный бислой мембраны. Показано, что при увеличении дзета-
потенциала наночастицы увеличивается значение Rcr. 

Ключевые слова: плазматические мембраны, механические напряжения в биомембранах, структурные
переходы в биомембранах, взаимодействие наночастиц и биомембран.
DOI: 10.31857/S0006302920010093

Наночастицы оксидов металлов находят ши-
рокое применение в машиностроении, космосе,
химической промышленности, электронике,
косметике и т.п. [1]. Развитие нанотехнологий,
искусственное получение наночастиц с размера-
ми от 1 до 100 нм поднимает вопрос об их биоло-
гической безопасности. Наночастицы размером
меньше 10 нм способны проникнуть в кровоток, а
оттуда уже в различные органы: мозг, печень,
почки, легкие, селезенку [2]. Установлено, что
наночастицы – патогенный экзогенный фактор,
меняющий структуру и функции биологических
мембран [3, 4].

Наночастицы, взаимодействуя с эритроцита-
ми, меняют микровязкость и механические на-
пряжения липидного бислоя их мембран [3, 4].
Экспериментально in vitro установлено, что меха-
нические напряжения в биомембране влияют на
активность некоторых мембранных белков [5, 6].
Это объясняется структурными изменениями в
биомембранах [7–9]. Известно, что механические
напряжения и структурные изменения в биомем-
бранах влияют на некоторые функции эритроци-
тов, например, на их способность проходить че-

рез микрокапилляры [10–12]. На механические
напряжения в мембранах влияют экзогенные и
эндогенные факторы, например присутствие гор-
монов [13, 14], белков плазмы крови [15], витами-
на Е [16]. Изменение микровязкости мембран
эритроцитов является, по-видимому, одним из
механизмов приспособления человеческого орга-
низма к суровым условиям Крайнего Севера [17,
18]. Попадание внутрь организма человека нано-
частиц может помешать работе такого приспосо-
бительного механизма.

Полученные в этих работах результаты позво-
лили сформулировать общий принцип, согласно
которому нативная мембрана эритроцита в крови
при физиологических параметрах крови находит-
ся в состоянии структурного перехода. Под этим
понимается следующее. Природная биомембрана
состоит из белок-липидных доменов, в которых
укладка молекул более плотная, и мезополос раз-
рыхления липидного бислоя между доменами с
менее плотной укладкой молекул [7, 13, 14]. До-
мены и мезополосы разрыхления образуют моза-
ичную структуру биомембраны, соотношение за-
нимаемых ими площадей постоянно меняется. В
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нативных природных биомембранах идет посто-
янный процесс перестройки структуры. Неболь-
шие изменения рН крови, концентрации гормо-
нов в крови, ее температуры резко изменяют кон-
формацию биомембраны, ее функции с помощью
изменения поля механических напряжений в
биомембране [13, 14]. Под конформацией натив-
ной природной биомембраны понимается не
только состав ее белков и липидов, но и конфор-
мация мембранных белков и фазы липидного
бислоя, распределение белков и липидов по
бислою.

Наночастицы, взаимодействуя с мембранами
эритроцитов, тоже способны резко менять кон-
формацию биомембран, делая невозможным вы-
полнение биомембранами их функций [3, 4]. В
этом и заключается цитотоксичность наноча-
стиц. Уже при концентрации 10–15 моль/мг белка
наночастиц кварца или корунда во взвеси эритро-
цитов наблюдаются изменения рельефа поверх-
ности эритроцитов [3, 4]. Крупные наночастицы,
обладающие размером больше критического, ад-
сорбируются на поверхности мембран, неспеци-
фически связываясь с молекулами фосфолипи-
дов бислоя, образуя с ними электростатические,
ван-дер-ваальсовы, гидрофобные связи и увели-
чивая микровязкость липидного бислоя и меха-
нические напряжения в мембране. Наночастицы
кварца и корунда не вызывают заметного туше-
ния собственной флуоресценции триптофаниль-
ных радикалов мембранных белков [3, 4]. Это
значит, что не происходит конформационных из-
менений в мембранных белках, наночастицы свя-
зываются с белками очень слабо. Крупные нано-
частицы внутрь бислоя не проникают, конформа-
цию белков они сильно не изменяют. Похожая
ситуация наблюдается при взаимодействии кле-
ток с гормонами [13, 14]. Более гидрофильные
гормоны хуже проникают в гидрофобный липид-
ный бислой, слабее связываются с белками. Из-
менение микровязкости мембран при воздей-
ствии на них более гидрофильных гормонов ни-
же, чем при воздействии более гидрофобных [13,
14]. Возможно, неспецифическому связыванию
гормонов и гидрофильных наночастиц с гидро-
фильными участками белков, находящихся на
поверхности мембраны, препятствуют молекулы
воды, гидратированные на полярных участках
мембранных белков. По-видимому, гидратиро-
ванные молекулы воды, связываясь с гидрофиль-
ными наночастицами или гормонами, уменьша-
ют энергию системы «белок–вода–наночастица»
за счет ограничения своей подвижности. Проис-
ходит стабилизация системы, уменьшается веро-
ятность того, что наночастицы или гормоны мо-
гут напрямую неспецифически связаться с мем-
бранными белками [13, 14].

Если размер наночастиц меньше критическо-
го, то они проникают в мембрану. При этом про-
исходит снижение микровязкости липидного
бислоя мембран эритроцитов, что говорит об
уменьшении плотности упаковки липидного бис-
лоя. Структура биомембраны разрыхляется. Не-
сколько пор в поверхности биомембраны, распо-
ложенных на небольшом расстоянии друг от дру-
га, сливаются между собой с образованием
трещин на поверхности биомембраны. Посте-
пенное увеличение количества таких трещин на
поверхности приводит к деградации мембраны
эритроцита и дальнейшему ее разрушению [3, 4].
Появившиеся после внедрения наночастиц в бис-
лой поры уменьшают средние механические на-
пряжения в биомембране. Возникает снятие ме-
ханического напряжения в биомембране (раз-
рыхление структуры липидного бислоя), оно
передается липидам, которые прилегают к инте-
гральным белкам (преимущественно связанным с
цитоскелетом эритроцита – спектрин-актин-ан-
кириновой сетью). Таким образом, снижается
также микровязкость и в области белок-липидно-
го взаимодействия. В данном случае можно пола-
гать, что структурные переходы в эритроцитар-
ных мембранах инициируются в основном в
области липид-липидных взаимодействий. Дей-
ствие на белки передается за счет кооперативно-
сти гетероструктуры биомембраны. 

Экспериментально in vitro показана возмож-
ность прямого (не за счет эндоцитоза) проникно-
вения нанокристаллов оксидов металлов в мем-
браны эритроцитов [3, 4]. В мембрану проникают
нанокристаллы, имеющие радиус меньше крити-
ческого значения Rcr. Значение Rcr для корунда
(Al2O3) составляет от 15 до 20 нм (дзета-потенци-
ал поверхности равен +15 мВ). Значение Rcr для
кварца (SiO2) составляет 5–8 нм (дзета-потенци-
ал поверхности равен –35 мВ). Установлено, что
значение критического радиуса зависит от дзета-
потенциала наночастицы [3, 4]. Механизм внед-
рения нанокристаллов в биомембраны оставался
неясным. В нашей работе приведена термодина-
мическая модель прямого (не за счет эндоцитоза)
проникновения наночастиц в липидный бислой
мембраны. 

PЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Встраивание наночастиц в бислой обусловле-
но гидрофобным эффектом. В эксперименте дав-
ление и температура остаются постоянными [3,
4]. Термодинамическим методом можно рассчи-
тать значение критического радиуса наночасти-
цы, при котором она встраивается в биомембра-
ну. В результате тепловых колебаний бислоя на-
ночастица может выйти из мембраны. После ее
выхода из мембраны в последней остается пора,
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если радиус поры больше некоторого значения
[19, 20]. Для простоты расчетов примем, что рас-
сматриваемые наночастицы – круглые цилиндры
высотой 2r и радиусом r (рис. 1). На рис. 1 изобра-
жен участок биомембраны со встроенной наноча-
стицей: 1 – липид бислоя, 2 – наночастица ради-
усом r и высотой 2r, h – толщина бислоя. В своей
модели мы предполагаем, что наночастица при
встраивании в мембрану не взаимодействует с
гидрофобными участками мембранных белков
(вероятность близкого расположения наночасти-
цы и белка мала). Поверхность поры выстилают
полярные группы фосфолипидов. Толщина мем-
браны около поры немного увеличивается [21,
22]. Этим увеличением в нашей модели пренебре-
гаем. До встраивания наночастиц в бислой они
окружены сольватным слоем молекул связанной
воды, белков, ионов. Молекулы сольватного слоя
образуют водородные связи с полярными группа-
ми на поверхности наночастиц. Часть этих моле-
кул теряет свою подвижность, «замораживается».
При встраивании наночастицы в бислой молеку-
лы его сольватной оболочки сдергиваются с нее
липидами бислоя. Происходит «разморажива-
ние» этих молекул. Водородные связи между мо-
лекулами сольватной оболочки и полярными
группами поверхности наночастицы замещаются
водородными связями между полярными группа-
ми поверхности наночастицы и головок фосфо-
липидов. 

Ранее были получены оценки критического
размера водной поры, самопроизвольно образу-
ющейся в липидном бислое [19, 20]. Изменение
свободной энергии липидного бислоя при этом
равно

где γ – линейное натяжение кромки поры, r – ра-
диус поры,  – энергия поверхностного натяже-
ния мембраны, Δϕ – разность электрических по-

2
2

0
φ

2πr γ πr γ ,
2

G С
⎛ ⎞ΔΔ = ⋅ − + Δ ⋅⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠
�

γ~

тенциалов на внутренней и внешней поверхно-
стях мембраны, ΔC0 – изменение удельной
электрической емкости мембраны после появле-
ния в ней поры.

При встраивании наночастицы в мембрану в
выражении для изменения энергии Гиббса систе-
мы «мембрана–наночастица» нужно дополни-
тельно учесть гидрофобный эффект, равный из-
менению энтропии «размороженных» молекул,
умноженной на температуру. Нужно учесть рабо-
ту электрического поля мембраны по встраива-
нию наночастицы в мембрану (взятого с обрат-
ным знаком). Эта работа появляется из-за нали-
чия заряда на поверхности наночастицы. Одна из
возможностей образования заряда на неметалли-
ческих частицах – поверхностная диссоциация
твердой фазы, которая содержит какие-либо
функциональные группы, способные к электро-
литической диссоциации. В буфере вокруг нано-
частицы образуется двойной электрический
слой, который характеризуется дзета-потенциа-
лом [23]. Таким образом, при встраивании нано-
частицы в мембрану изменение энергии Гиббса
системы «мембрана–наночастица» равно:

(1)

где ΔS – увеличение энтропии молекул при их
«размораживании» на единицу площади наноча-
стицы; h – толщина мембраны, q – заряд наноча-
стицы. Предполагаем, что радиус поры совпадает
с радиусом наночастицы.

Наночастица будет встраиваться в мембрану,
если изменение энергии Гиббса бислоя и нано-
кристалла DG1 будет меньше нуля. Сделаем оцен-
ки для величин, входящих в DG1 согласно выра-
жению (1). До вхождения нанокристалла в бислой
этот участок бислоя представлял из себя заряжен-
ный конденсатор. После вхождения наночастицы
конденсатор исчезал. Разность электрических
потенциалов на наружной стороне плазматиче-
ской мембраны и на ее внутренней стороне созда-

1
φ

2π ,
2

G G T S r h q
ΔΔ = Δ − ⋅ Δ ⋅ ⋅ −

Участок биомембраны с наночастицей: 1 – липид бислоя, 2 – наночастица радиусом r и высотой 2r, h – толщина
бислоя.
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ется в основном за счет разности концентраций
ионов. Разность концентраций ионов поддержи-
вается работой Na+,K+-АТФаз мембран [24].
Толщина слоя этих ионов, прилегающего к мем-
бране, очень мала. Высота наночастицы (2r) боль-
ше толщины мембраны h. В модели предполага-
ется, что слой ионов, создающих разность потен-
циалов в биомембране, не обвалакивает
наночастицу. Изменение энергии при этом равно

(2)

где εл – диэлектрическая проницаемость липид-
ного бислоя, ε0 – электрическая постоянная. В
экспериментах [3, 4] измеряли дзета-потенциал
ϕ(x) наночастиц, который связан с поверхност-
ным потенциалом ε0 следующим соотношением
[24]: 

ϕ(x) = ϕ0⋅exp(–χ⋅x). (3)

Здесь x – расстояние от плоскости скольжения
до поверхности наночастицы:

где z – валентность ионов буфера, Т – абсолютная
температура буфера, F0 – число Фарадея, C0 –
средняя концентрация ионов в буфере, ε – ди-
электрическая проницаемость буфера, R – газо-
вая постоянная. При выводе соотношения (3)
считаем, что буфер – симметричный электролит.

Заряд на поверхности наночастицы q можно
оценить по формуле заряда для заряженной сфе-
ры, поскольку наночастица в виде цилиндра с вы-
сотой 2r и радиусом r близка по форме к сфере ра-
диусом r:

(4)

где εcr – диэлектрическая проницаемость нано-
кристалла, k = 1/4πε0. Энтропийный член можно
записать в виде

(5)

где ΔGгидр – энергия гидрофобного взаимодей-
ствия, D – диаметр молекулы воды, NА – число
Авогадро, сг – коэффициент гидрофобности
сольватной оболочки наночастицы. Коффициент
гидрофобности показывает, какая часть молекул
сольватной оболочки лишилась подвижности,
«заморозилась». Если выражения (2) – (5) подста-
вить в уравнение (1) и приравнять к нулю, то
можно получить выражение для критического
значения радиуса наночастицы Rcr:
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(6)

При радиусе цилиндра наночастицы меньше
Rcr энтропийный член в выражении (1) для сво-
бодной энергии будет превышать энергию связи
«выбитых» липидов и внедрение наночастицы в
бислой будет термодинамически выгодным, так
как в этом случае значение ΔG1 < 0. Если наноча-
стица заряжена отрицательно (в выражении (6)
ϕ0 ≤ 0), это затрудняет ее внедрение в мембрану. В
этом случае ей нужно преодолеть силы электро-
статического отталкивания, критический радиус
Rcr из выражения (6) уменьшается. Напротив, ес-
ли наночастица заряжена положительно, то элек-
тростатические силы помогают ей внедриться в
бислой. Критический радиус Rcr из выражения (6)
при этом увеличивается.

Сделаем оценки критических радиусов нано-
частиц для оксидов кремния и алюминия. По ли-
тературным данным можно взять следующие зна-
чения: линейное натяжение кромки поры  ≈ 10–11 Н,
энергия поверхностного натяжения мембраны

 толщина мембраны h ≈ 10–8 м, раз-
ность электрических потенциалов на внутренней
и внешней поверхностях мембраны Δϕ = 0.5 В,
диэлектрическая проницаемости липидного бис-
лоя εл = 3, диаметр молекулы воды D ≈ 0,28 нм,
расстояние от плоскости скольжения до поверх-
ности наночастицы х ≈ 2D, коэффициент гидро-
фобности сольватной оболочки наночастицы сг =
90, диэлектрическая проницаемость наночастиц
кварца εcr = 4, дзета-потенциал наночастиц квар-
ца ϕ(x) = –35 мВ, диэлектрическая проницае-
мость наночастиц оксида алюминия εcr = 10, дзе-
та-потенциал наночастиц оксида алюминия
ϕ(x) = 15 мВ, концентрация анионов в буфере
C0 = 140 мМ/л, валентность ионов буфера z = 1,
диэлектрическая проницаемость буфера ε =120
[24]. Подставив эти величины в выражение (6),
получим величины критических диаметров нано-
частиц кремния 6 нм, оксида алюминия – 20 нм.

Действительно, ранее экспериментально уста-
новлено, что значение Rcr для корунда Al2O3 со-
ставляет 15–20 нм (дзета-потенциал поверхности
+15 мВ). Значение Rcr для кварца SiO2 составляет
5–8 нм (дзета-потенциал поверхности –35 мВ) [3,
4]. Чем выше дзета-потенциал поверхности, тем
выше и критический радиус наночастицы. Нано-
частицы с большим радиусом, чем Rcr, просто ад-
сорбируются на поверхности и не разрушают
биомембрану.
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 Можно предположить, что при радиусах на-
ночастиц, меньших некоторого значения Rmin,
поры в мембранах не будут появляться. После вы-
хода наночастиц такого размера из мембран обра-
зованные ими поры будут затягиваться. В работе
[20] приведена оценка для Rmin:

Подставляя приведенные выше значения, по-
лучим Rmin = 1.1 нм. Можно сделать вывод, что
происходит разрушение мембраны эритроцита
при взаимодействии с наночастицами радиусом
Rmin ≤ r ≤ Rcr. Этот процесс нарушает транспорт-
ные функции эритроцитов, ускоряет процессы
старения красных кровяных клеток. Все эти фак-
торы могут привести к различным сердечно-сосу-
дистым заболеваниям у человека уже в довольно
молодом возрасте. Наночастицы такого рода,
проникнув через ядерную мембрану, могут «при-
липать» к различным органеллам или образовы-
вать аддукты ДНК, способные вызывать струк-
турные разрушения и мутации [1, 2]. 

Становится понятно, почему некоторые кос-
метические кремы и скрабы являются опасными
для кожи. Кристаллы минералов, используемых в
этих кремах, измельчаются до очень маленького
размера. Если этот размер меньше Rcr для данного
кристалла, то наночастицы, содержащиеся в кре-
ме, начнут разрушать клетки эпидермиса.

ВЫВОДЫ
Наночастицы – патогенный экзогенный фак-

тор, меняющий структуру и функции биомем-
бран [1–4]. В мембрану проникают наночастицы,
имеющие радиус меньше критического значения
Rcr. При этом микровязкость липидного бислоя
биомембран уменьшается, образуются сквозные
поры, которые могут слиться в трещины и разру-
шить мембрану [3, 4]. Если радиус наночастиц
больше критического, то они адсорбируются на
поверхности мембран, увеличивая их микровяз-
кость [3, 4]. В обоих случаях наночастицы нару-
шают нормальное функционирование мембран и
клеток. В представленной работе дана термоди-
намическая модель прямого (не за счет эндоцито-
за) проникновения наночастиц в липидный бис-
лой мембраны. Показано, что при увеличении
дзета-потенциала наночастицы увеличивается ее
значение Rcr. 
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Advances in nanotechnologies, artificial methods for synthesis of metal-oxide nanoparticles with sizes be-
tween 1 to 100 nm bring up the concern about the appropriate biosafety level for the materials obtained.
Nanoparticles having size less than 10 nm are able to penetrate into the bloodstream, and through the blood-
stream can enter various organs such as brain, liver, kidneys, lungs, and spleen. Nanoparticles show bacteri-
cidal activity against pathogenic bacteria that disturb the structure and functions of natural biomembranes.
Earlier in vitro studies showed that nanoparticles with a diameter below a critical value of Rcr permeate  the
membrane. As a result, microviscosity of the lipid bilayer of biomembranes decreases. This process is accom-
panied with the formation of transversal pores which can merge into cracks and destroy the membrane. When
nanoparticles are larger than a critical size, adsorption of these nanoparticles onto the membrane surfaces
leads to an increase in membrane microviscosity. In both cases, nanoparticles disrupt  normal function of
natural biomembranes and cells. This paper presents a thermodynamic model of the direct (not relying on
endocytosis) penetration of nanoparticles into the lipid bilayer membrane. It was shown that the Rcr value in-
creases with  increase in zeta potential of the nanoparticle.

Keywords:  plasma membranes, mechanical stresses in biomembranes, structural transitions in biomembranes, in-
teraction of nanoparticles with biomembranes
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Атомно-силовая микроскопия была использована для создания системы измерения межклеточных
адгезионных контактов. Методом сканирующей электронной микроскопии была доказана
эффективность использования поли-L-лизина для фиксации нейтрофилов и лимфоцитов на зонде.
Было показано, что при фиксации одной клетки на зонде, а второй – на поверхности подложки
можно проводить релевантные измерения сил межклеточной адгезии, используя режим FS-
спектроскопии. Были измерены силы межклеточной адгезии между нейтрофилами и
лимфоцитами. Для нейтрофилов она составила – 38.5 ± 13.7 пН, а для лимфоцитов – 35.6 ± 8.3 пН.
Таким образом, адгезия между нейтрофилами статистически значимо выше адгезии, возникающей
между лимфоцитами. 

Ключевые слова: межклеточная адгезия, атомно-силовая микроскопия, FS-спектроскопия,
нейтрофилы, лимфоциты, сканирующая электронная микроскопия.
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Атомно-силовая микроскопия позволяет:
1) получать изображения отдельных клеточных
структур и самих клеток с высоким разрешением;
2) осуществлять динамический мониторинг из-
менений клеток (деления, гибели, движения по
субстрату, отдельных метаболических процессов)
в режиме реального времени; 3) определять мик-
ромеханические свойства клеток, в том числе
оценивать резерв ее механической прочности;
4) вносить в клетку или доставать из нее отдель-
ные молекулы (например, РНК) не нарушая ее
жизнеспособности; 5) определять наличие и
укладку основных белков клеток; 6) оценить осо-
бенности свертки/развертки белков; 7) получать
информацию о локализации и плотности экс-
прессии основных адгезинов; 8) изучать сенсосо-
мы; 9) разрезать вирусы; 10) связывать механиче-
ские свойства белков с местом локализации на
поверхности клетки; 11) исследовать молекуляр-
ные динамические процессы, протекающие с вы-
сокой скоростью методом высокоскоростной
микроскопии [1]. Функционализация зондов ли-

гандами позволяет оценить силу лиганд-рецеп-
торных белковых взаимодействий [2–4]. Таким
образом, этот тип микроскопии является един-
ственным, который позволяет не только визуали-
зировать происходящие явления, но и активно
моделировать различные экспериментальные
процессы. 

В пионерской работе [5] впервые были иссле-
дованы силы межклеточной адгезии на примере
склонных к агрегации клеток Dictyostelium dis-
coideum (клеточный слизевик, относящийся к ти-
пу Mycetosoa). Той же группой авторов была про-
демонстрирована действенность модели исследо-
вания адгезионных контактов клеток
млекопитающих между рецептором VLA-4 (α4β1
integrin) лимфоцитов (метастазирующая мелано-
мы В 16) человека и рецептором VCAM-1, кото-
рый экспрессируется на мембране эндотелия со-
судов bEnd.3 [6]. Они установили, что сила спе-
цифического одномолекулярного контакта
составляет 33 ± 12 пН. Аналогичные взаимодей-
ствия измерены между молекулой ICAM-1 эндо-
телиальных клеток и MUC-1 и CD43, экспресси-
руемых на клетках рака мочевого пузыря. БылоСокращениe: СФР – стерильный физиологический раствор.

УДК 539.611
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установлено, что сила взаимодействия ICAM-1 и
CD43 соответствовала 43 пН, а связывание между
молекулами ICAM-1 и MUC-1 – около 53 пН [7]. 

Однако в клинической практике трудно вы-
членить единичные молекулярные контакты в
суммарной силе взаимодействия, возникающей
между клетками в процессе межклеточной адге-
зии, агрегации и при других физиологических и
патологических процессах. Тем не менее адгези-
онные контакты между целыми клетками крайне
важны. В частности, дефициты адгезии нейтро-
филов к эндотелию (например, впервые описан-
ный иммунодефицит, связанный с генетическим
дефектом CD18) сопровождаются тяжелыми ре-
цидивирующими инфекциями, в том числе глу-
бокими тканевыми абсцессами и нейтрофилией
[8]. И напротив, гиперадгезия нейтрофилов к эн-
дотелию, тромбоцитам и друг к другу является од-
ним из патогенетических звеньев синдрома дис-
семинированного внутрисосудистого свертыва-
ния и следствием септического процесса [9].
Поэтому важно разрабатывать системы, которые
могли бы исследовать суммарную силу адгезион-
ных контактов между клетками. 

Целью данного исследования было использо-
вание режима спектроскопии в атомно-силовой
микроскопии для разработки принципиально но-
вой системы исследования сил межклеточной ад-
гезии и измерение с помощью этой системы силы
адгезионных контактов между нейтрофилами и
лимфоцитами. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследовали венозную кровь здоровых доно-

ров обоих полов в возрасте 20–40 лет, получен-
ную из Нижегородского областного центра крови
им. Н.Я. Климовой. Кровь стабилизировали ге-
парином (25 ЕД/мл) и разводили забуференным
физиологическим раствором, содержащим
0.137 М NaCl и 0.0027 М KCl, рН 7.35 (200 g, 3 мин)
в соотношении 1:1. Для выделения нейтрофиль-
ной и лимфоцитарной фракции использовали
двойной градиент фиколла-урографина (ρ1 =
1.077 г/мл, ρ2 = 1.117 г/мл, 200 g, 40 мин) [10]. По-
лученные фракции раздельно отмывали забуфе-
ренным физиологическим раствором (200 g,
3 мин), и использовали в конечной концентра-
ции 1 · 106 кл/мл. Клетки брали в эксперимент
сразу после выделения, жизнеспособность по те-
сту с трипановым синим составляла не менее
99%. 

Клетки высаживали на Si3N4-зонд (С-MSCT,
Bruker, США), имеющий следующие характери-
стики: f0 – 4–10 кГц, k – 0.010 Н/м. Предвари-
тельно кантилевер с зондом был обработан в тече-
ние 50 мин поли-L-лизином (Merck, США), за-
тем трехкратно отмыт 10 мкл стерильного

физиологического раствора (СФР). После от-
мывки на кантилевер с зондом наносили суспен-
зию клеток (10 мкл), инкубировали 20 мин при
37°С и трижды отмывали СФР. Кантилевер уста-
навливали на головку с каплей СФР, которая
обеспечивала жизнеспособность клетки во время
короткого времени транспорта и погружения
зонда в чашку Петри. 

В стерильную чашку Петри (35 мм, Corning®
Treated Culture Dishes, США) вносили 2 мл сус-
пензии клеток, инкубировали для достижения
спонтанной адгезии 20 мин при 37°С и трижды
отмывали СФР. Затем «жидкостную ячейку» пе-
реносили на столик атомно-силового микроско-
па NTegra (NT-MDT, Россия). 

Силы межклеточной адгезии определяли ме-
тодом FS-спектроскопии. Теоретические основы
метода и его подробное описание изложены в ра-
ботах [1,11,12]. Проводили выставление зонда над
клеткой, под контролем оптического микроско-
па, затем выполняли захват обратной связи в кон-
тактном режиме. После этого выставляли диапа-
зон измерения высоты положения кантилевера
над клеткой – 100–5000 нм. Сила прижатия ва-
рьировала в диапазоне 10–50% от максимально
возможного, а время снятия кривой – от 2 до 60 с.
После получения FS-кривой обратную связь от-
ключали, чтобы не повредить клетки, проводили
переход на новую область и процесс повторяли.
Каждый образец подвергали исследованию в те-
чение 1 ч. Далее проводили замену образцов как
на зонде, так и на чашке Петри. Исследования
проводили до получения 816 кривых. 

Схема проведения эксперимента представлена
на рис. 1. 

По окончании эксперимента зонд с фиксиро-
ванной на нем клеткой трижды отмывали СФР,
клетку фиксировали глутаровым альдегидом
(2.5%, 10 мин), отмывали трехкратно СФР, высу-
шивали и исследовали методом сканирующей
электронной микроскопии, доказывающим ее
присутствие на поверхности зонда.

Рис. 1. Схема проведения эксперимента по изучению
межклеточной адгезии: одна клетка фиксирована на
зонде, вторая – на подложке. Обе клетки живые, по-
скольку все исследования ведутся в физиологических
жидкостях. 
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Электронно-микроскопической исследование
зондов проводили на электронном микроскопе
JSM-IT300LV (JEOL, Япония) в режиме высокого
вакуума при ускоряющем напряжении 20 кВ и то-
ке зонда не более 0.25 нА для минимизации воз-
действия тока на образцы, разрешение составля-
ло не менее 10 нм. Изображения были получены
одновременно в низкоэнергетичных вторичных
электронах и отраженных электронах.

Статистическую обработку проводили в про-
грамме Origin 8.0 (Origin Lab Corp., США). Опре-
деляли границы нормального распределения ко-
личественных показателей выборок с использо-
ванием критерия Шапиро–Уилка. Поскольку
распределения не соответствовали критериям
нормальности, определяли медиану и 25-й про-
центиль. Для сравнения двух выборок использо-
вали непараметрический критерий Вилкоксона. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
На первом этапе доказывалась эффективность

поли-L-лизина для фиксации клетки на зонде.
На рис. 2 представлены результаты исследований
методом сканирующей электронной микроско-
пии. Рис. 2а показывает, что зонд без обработки
имеет четкую геометрию призмы, поверхность
кантилевера чистая, свободная от органики. На
рис. 2б видно, что после обработки зонда и канти-
левера поли-L-лизином клетка надежно закреп-
ляется на зонде. Нейтрофил оказывается фикси-
рованным на зонде, причем его цитоплазматиче-
ская часть зафиксирована на кантилевере, тогда
как ядросодержащая часть фиксируется непо-
средственно на вершине зонда.

На втором этапе проводили сканирование
клеток на поверхности чашки Петри в СФР в ви-
тальном состоянии. На рис. 3 представлен резуль-
тат сканирования лимфоцита и нейтрофила в на-

Рис. 2. Изображение, полученное методом сканирующей электронной микроскопии: (а) – интактный зонд, имеет
четкие грани и форму, близкую к пирамидальной; (б) – нейтрофил, расположенный на кончике зонда (после
сканирования нейтрофил был фиксирован 2.5%-м глутаровым альдегидом. Ядро нейтрофила расположено на
вершине зонда, цитоплазматическая часть тесно связана с поверхностью кантилевера. Сам зонд не деформирован, его
размеры форма и характер вершины не изменены. 

Рис. 3. Живые интактные клетки, адгезированные на поверхности чашки Петри в результате процесса самопроизволь-
ной адгезии: (а) – нейтрофил, (б) – лимфоцит. 
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тивном состоянии. Концентрацию клеток подби-
рали таким образом, чтобы они располагались
близко друг к другу, чтобы облегчить позициони-
рование зонда при проведении FS-спектроско-
пии. Внесение дополнительных закрепляющих
агентов на чашку Петри не требовалось, посколь-
ку и нейтрофилы и лимфоциты имеют высокую
собственную адгезионную активность и прочно
прикрепляются к пластику. Нейтрофил на рис. 3
имеет типичную морфологию: сегментированное
ядро и хорошо распластанную цитоплазматиче-
скую часть, в которой четко видны гранулы.
Представленная на рис. 3 клетка относится к хо-
рошо распластанным [13]. Очевидны морфологи-
ческие различия между лимфоцитом и нейтрофи-
лом: лимфоцит имеет ровное округлое ядро,
меньший размер и высокоразвитую мембранную
поверхность.

В результате проведения FS-спектроскопии
получили силовые кривые. На рис. 4 представле-
ны кривые отвода кантилевера от поверхности
клетки. На них четко визуализируются скачки
(«ступени»). Каждая ступень соответствует раз-
рыву связей между рецепторами клетки находя-
щейся на зонде и рецепторами, экспрессирую-
щимися на мембране нейтрофила, адгезирован-
ного на чашке Петри. 

Были расчитаны силы всех адгезионных кон-
тактов, возникающих между клетками, как раз-
ница между начальным уровнем и максимальной

точкой «ступени». Результаты расчета представ-
лены на рис. 5.

Медианные значения сил межклеточной адге-
зии составили для нейтрофилов 38.5 ± 13.7 пН,
для лимфоцитов – 35.6 ± 8.3 пН. Статистический
анализ позволил опровергнуть «0»-гипотезу и по-
казал, что различия между силами межклеточной
адгезии у нейтрофилов и лимфоцитов статисти-
чески значимы (W = 148823.5; Z = –2.0279). 

ОБСУЖДЕНИЕ

Из рис. 4 следует, что характер силовых кри-
вых был разным. Например, черная кривая соот-
ветствует минимальному взаимодействию между
клетками, тогда как серая – обычному взаимо-
действию, сопровождающемуся многочисленны-
ми рецепторными контактами. Нулевой уровень
соответствует отсутствию взаимодействия между
клетками (релаксированный кантилевер), а рабо-
та адгезии может быть оценена как площадь под
кривой отвода по следующей формуле:

где F – сила взаимодействия клеток, Н; l – рас-
стояние между клетками, м.

Для черной кривой интеграл площади между
нулевой силой и кривой составлял < 100 аДж, то-
гда как о наличии большого количества рецеп-
торных контактов можно говорить при достиже-

ад ,A Fdl= ∫

Рис. 4. Кривые отвода при взаимодействии двух нейтрофилов: один иммобилизован на зонде, второй – адгезирован
на поверхности чашки Петри. Серая кривая – соответствует выраженному адгезионному контакту между двумя
клетками, черная кривая – слабому взаимодействию между двумя клетками. 
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нии работы адгезии ≥100 аДж (в случае, описан-
ном на рис. 4 она составила ~ 500 аДж). 

Анализ серой кривой показывает, что характер
рецепторного связывания не однороден. На мем-
бране нейтрофилов экспрессируется большое
число рецепторов, принимающих участие в адге-
зии: E -, Р - и L-селектины, ICAM-1, VCAM-1,
CD11a/CD18, CD11b/CD18, αvβ2-интегрины, а на
мембране лимфоцитов – VLA-4 (и ряд других ин-
тегринов, например, CD103/β7), CD11a/CD18,
MAdCAM-1 [14].

Поэтому каждая ступень может соответство-
вать как разрыву единичных рецептор-рецептор-
ных связей, так и нескольких рецепторных связей
между клетками. Достоверно определить разрыв
единичного рецептор-рецепторного взаимодей-
ствия в данной системе невозможно, поскольку
всегда будет существовать вероятность разрыва
нескольких связей в интервал времени меньший,
чем возможно разрешить аппаратно. Для оценки
работы адгезии в системе молекулярных связей
на уровне единичных рецепторов необходимо ис-
пользовать другую систему: зонд, функционали-
зированный отдельной молекулой, фиксирован-
ной через линкер, и клетку либо единичную мо-
лекулу, фиксированную на подложке [15].

Очевидно, что высокие ступени, например
ΔF4, составлены из множества маленьких ступе-

ней. С учетом разного количества рецепторов
каждого класса (интегрины, селектины и так да-
лее), экспрессируемых на мембранах, и разной
аффинности этих рецепторов, а также учитывая
возможное неспецифическое взаимодействие
между клетками, суммарную силу адгезионных
контактов между клетками можно рассчитать по
следующей формуле:

где ΔFk – высота k-ступеньки силовой кривой от-
вода; а, b, ci – количество рецепторов различных
типов; f1, f2, fi – силы разрыва между рецепторами
различных типов; С – неспецифическое взаимо-
действие.

Нужно учитывать и тот факт, что характер рас-
пределения рецепторов на поверхности неодно-
роден, поскольку они могут располагаться как
поодиночке, так и формировать «рецепторные
поля» как, например, наблюдается в иммуноло-
гических синапсах. Формирование рецепторных
полей происходит на основе рафтов – особых
мембранных структур, которые представляют со-
бой специализированную платформу, контроли-
рующую большое количество клеточных функ-
ций [16]. Но и в самих рафтах характер распреде-
ления рецепторов неоднороден. Различают три
основных варианта поведения рецепторов в раф-

1 2 ,k i i
i

F a f b f c f CΔ = ⋅ + ⋅ + ⋅ +∑

Рис. 5. Распределения сил адгезионных контактов, возникающих между клетками. 



ИССЛЕДОВАНИЕ МЕЖКЛЕТОЧНЫХ АДГЕЗИОННЫХ КОНТАКТОВ 85

БИОФИЗИКА  том 65  № 1  2020

тах: 1) рецепторы ассоциируются в устойчивом
состоянии с липидными рафтами и могут быть
активированы связыванием с лигандами; 2) ин-
дивидуальные рецепторы со слабой аффинно-
стью к рафтам олигомеризуются лигандным свя-
зыванием, и это приводит к увеличению времени
пребывания в рафте; 3) активированные рецепто-
ры рекрутируются перекрестно-связывающими
протеинами в соседние рафты, и это приводит к
коалесценции платформ [17]. Эти факты делают
оценку рецепторных взаимодействий еще более
сложной. Возможно, в том случае, если рецепто-
ры сконцентрированы в виде рецепторных полей
на рафтах, мы получаем большие ступени
>100 пН, а в тех случаях, когда речь идет о более
слабых взаимодействиях между рецепторами на
внерафтовой части мембраны величина одиноч-
ных ступеней уменьшается до 30–60 пН. Нельзя
также полностью исключить возможность олиго-
меризации рецепторов, экспрессируемых на
мембране клетки, фиксированной на зонде, от
первичного взаимодействия с клеткой на под-
ложке и рекрутинг рецепторов в рафт после пер-
вичного взаимодействия. 

На рис. 5 распределение ограниченно 500 пН,
однако при измерениях максимальное регистри-
руемое значение составило 2400 пН. Распределе-
ние сил адгезионных контактов представляет со-
бой ассиметричную кривую с максимумом в рай-
оне 30–40 пН для обоих типов клеток. Тем не
менее распределение сил адгезионных контактов
статистически отличается у нейтрофильных гра-
нулоцитов и лимфоцитов, что говорит о различи-
ях в рецепторных полях этих типов клеток. 

Таким образом, при фиксации одной клетки
на поверхности зонда поли-L-лизином и связы-
вании другой клетки на поверхности чашки Пет-
ри можно получить действенную систему измере-
ния сил межклеточной адгезии. Поскольку про-
исходит постепенное отведение зонда от
поверхности клетки, регистрируются все силы
межклеточного взаимодействия от слабых (пред-
положительно неспецифических), лежащих в
районе 10 пН, до сильных (предположительно,
формируемых обширными рецепторными поля-
ми, из-за которых разорвать контакты при отве-
дении зонда труднее), лежащих в диапазоне от 100
до 2400 пН. Подавляющее большинство связей
определялось в районе 30–40 пН, что, на наш
взгляд, соответствует силе единичных рецептор-
ных взаимодействий. 
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Investigation of the Adhesive Intercellular Contacts between Neutrophil Granulocytes 
and Lymphocytes by Atomic Force Microscopy

 S.N. Pleskova*, **, R.N. Kriukov*, S.Z. Bobyk*, **, A.V. Boryakov*, and A.A. Brilkina*

*National Research Lobachevsky State University of Nizhny Novgorod,
prosp. Gagarina 23/3, Nizhni Novgorod, 603950 Russia

**Nizhny Novgorod State Technical University named after R.E. Alekseev,
ul. Minina 24/1, Nizhni Novgorod, 603950 Russia

Atomic force microscopy was used to create a system for measuring intercellular adhesion. Scanning electron
microscopy was applied to confirm that poly-L-lysine is the best for fixation of neutrophil granulocytes and
lymphocytes on the tip. It was shown that when one cell is fixed on the tip and the other one on the substrate
surface, it is possible to carry out relevant measurements of intercellular adhesion forces by FS spectroscopy.
Intercellular adhesion forces of neutrophils and lymphocytes were measured. The adhesion forces of neutro-
phils and lymphocytes were: 38.5 ± 13.7 pN and 35.6 ± 8.3 pN, respectively. Thus, adhesion of neutrophils
is statistically significantly higher than adhesion of lymphocytes.

Keywords: intercellular adhesion, atomic force microscopy, FS spectroscopy, neutrophils, lymphocytes, scanning
electron microscopy
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Работа посвящена поиску способов элиминации и/или повышения радиочувствительности попу-
ляции опухолевых стволовых клеток, составляющих радиорезистентную часть злокачественных но-
вообразований. Исследованы эффекты раздельного и комбинированного действия γ-излучения в
дозе 4 Гр и димерных бисбензимидазолов серии DB(n) с количеством групп в метиленовом линкере,
соединяющем два бисбензимидазола (n), равном 5 или 7, на опухолевые стволовые клетки линии
MCF-7 рака молочной железы человека. Показано, что бисбензимидазол DB(5) значимо снижает
относительное и абсолютное количество опухолевых стволовых клеток в 5.8 и 7.5 раза соответствен-
но по сравнению с контролем (p = 0,001 в обоих случаях), а бисбензимидазол DB(7) – в 3.6
(p = 0.003) и 5.2 раза (p = 0.004) соответственно. Облучение приводит к увеличению относительного
и абсолютного количества опухолевых стволовых клеток в 1.7 и 1.6 раза (р < 0.05) соответственно по
сравнению с контролем. При комбинированном воздействии бисбензимидазолов DB(5,7) и облу-
чения происходит значительное снижение относительного количества опухолевых стволовых кле-
ток в 8.2 (р = 0.003) и 4.1 раза (р = 0.004) соответственно по сравнению с раздельным облучением.
Еще более выраженные эффекты обнаружены в отношении абсолютного количества опухолевых
стволовых клеток, которое уменьшалось при комбинированном воздействии в 16.6 и 14.1 раза соот-
ветственно по сравнению с облучением (р = 0.006 в обоих случаях). При комбинированном дей-
ствии бисбензимидазолов DB(5,7) и облучения происходит блокирование радиационно индуциро-
ванной эпителиально-мезенхимальной трансзиции по критерию экспрессии виментина – одного
из основных маркеров этого процесса, играющего важную роль в формировании пула опухолевых
стволовых клеток.  

Ключевые слова: опухолевые стволовые клетки, димерные бисбензимидазолы, ионизирующее излучение,
комбинированное воздействие, проточная цитометрия.
DOI: 10.31857/S0006302920010111

Лучевая терапия широко применяется в кли-
нике в качестве одного из основных методов ле-
чения злокачественных новообразований. Не-
смотря на постоянное совершенствование суще-
ствующих и внедрение новых методов лучевого
лечения (адронная, бинарная, тканевая, фотоди-
намическая терапия и др.), остается нерешенной
проблема возникновения рецидивов и метастазов
у части пролеченных больных с полной клиниче-
ской регрессией первичного очага. Многочис-

ленные механизмы радиорезистентности опухо-
левых клеток, которые могут обеспечить выжива-
ние части из них как источника рецидивирования
опухолевого процесса после лучевой терапии,
изучаются уже не один десяток лет и с разных по-
зиций, но в последние годы внимание специали-
стов в области радиационной онкологии привле-
чено к концепции о существовании опухолевых
стволовых клеток (ОСК) [1, 2]. Показано, что
ОСК, обнаруженные in vitro в стабильных и пер-
вичных культурах опухолевых клеток, а также
in vivo в большинстве злокачественных новообра-
зований экспериментальных животных и челове-
ка, обладают способностью к самообновлению и
дифференцировке в гетерогенные линии клеток,

Сокращения: ОСК – опухолевые стволовые клетки,
DB(n) – димерные бисбензимидазолы (dimeric bisbenzim-
idazoles, n – число метильных групп в линкере), ЭМТ –
эпителиально-мезенхимальная трансзиция, ФИТЦ – флу-
оресцеинизотиоцитат, ФЭ – фикоэритрин .
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которые составляют опухоль (в отличие от не-
стволовых клеток). Кроме того, результаты соб-
ственных исследований и данные литературы до-
казывают, что ОСК являются более радио- и хи-
миорезистентными по сравнению с остальной
массой опухолевых клеток [3–8]. 

Эти обстоятельства, во-первых, дают основа-
ние предполагать, что именно ОСК определяют
неблагоприятные отдаленные результаты луче-
вой и комбинированной терапии и, во-вторых,
обосновывают необходимость поиска средств,
направленных на элиминацию ОСК и/или повы-
шение их чувствительности к известным проти-
воопухолевым воздействиям. В этой связи следу-
ет отметить, что в последнее время происходит
стремительный рост количества публикаций, со-
общающих о результатах поиска и разработки та-
ких средств не только на стадии доклинических,
но и клинических испытаний [9–11]. В основе та-
ких исследований лежат многочисленные данные
о молекулярно-клеточных особенностях и меха-
низмах радио- и химиорезистентности ОСК,
включая более высокую эффективность репара-
ции радиационных повреждений ДНК (напри-
мер, за счет активации чекпоинт-киназ CHK1 и
CHK2), высокую активность антиоксидантной
системы (например, вследствие повышенной
экспрессии белков, участвующих в утилизации
свободных радикалов), быстрое выведение во
внеклеточную среду многих цитотоксических
препаратов из ОСК (в результате гиперэкспрес-
сии АТФ-зависимых белковых транспортеров на
клеточной мембране) по сравнению с остальны-
ми (нестволовыми) клетками и т. д. [4, 12–15].
Формирование резистентности ОСК на уровне
организма – еще более сложный процесс, по-
скольку включает влияние множества сигналь-
ных молекул (например, TGF-b1, FGF, IL-6, HIF,
Wnt-лиганды и так далее), секретируемых не
только опухолевыми, но и различными стромаль-
ными клетками, и таких факторов, как концен-
трация кислорода и рН внеклеточной среды, вли-
яющих на радиочувствительность [16, 17]. Соот-
ветственно, мишенями средств элиминации ОСК

или изменения их свойств являются сигнальные
пути, активные преимущественно в ОСК, вклю-
чая Hengehog, Notch, Stat, Wnt/β-катенин и дру-
гие, транспортеры оттока веществ из клеток, си-
стемы репарации ДНК, и пути клеточной гибели,
различные факторы микроокружения опухоли,
поверхностные антигены ОСК (CD44, CD133
и др.) [12, 14, 18–21]. 

Недавние исследования продемонстрировали
важную роль эпигенетических механизмов, таких
как метилирование ДНК и модификация гисто-
нов, в процессах дифференцировки/дедиффе-
ренцировки опухолевых клеток и поддержании
резистентности ОСК к противоопухолевым воз-
действиям (в том числе к ионизирующему излу-
чению) [22, 23]. В связи с этим соединения, спо-
собные влиять на ремоделирование хроматина и
другие эпигенетические изменения, могут пред-
ставлять интерес в плане поиска средств элими-
нации и/или повышения радиочувствительности
ОСК. Российскими химиками из Института мо-
лекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН
были синтезированы оригинальные ДНК-связы-
вающие соединения – димерные бисбензимида-
золы (dimeric bisbenzimidazoles – DB(n), которые
содержат в своей структуре два 2,6-замещенных
бензимидазола, связанных между собой олигоме-
тиленовым линкером разной длины (n – число
метильных групп в линкере, может варьировать
от 1 до 11) (рис. 1) [24]. Во внеклеточных модель-
ных системах было показано, что эти соединения
эффективно ингибируют ДНК-метилтрансфера-
зу и ДНК-топоизомеразу I [25, 26]. Кроме того,
некоторые бисбензимидазолы (с n = 5 или 7) ока-
зались высокотоксичными для общей массы кле-
ток рака молочной железы линии MCF-7 по кри-
териям снижения их количества, жизнеспособ-
ности и клоногенной активности в условиях
in vitro [27], однако влияние этих соединений на
ОСК ранее не исследовалось. Поэтому целью
данной работы является выяснение эффектов
действия бисбензимидазолов DB(5,7) на ОСК ли-
нии MCF-7 при раздельном применении и в ком-
бинации с ионизирующим излучением. Оценива-

Рис. 1. Химическая формула димерных бисбензимидазолов DB(n), где n = 1–11. 
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ли эффекты действия DB(5,7) на ОСК и осталь-
ные клетки по критериям внутриклеточного
содержания этих соединений, относительного и
абсолютного количества клеток, сохранивших
жизнеспособность в близкие сроки после воздей-
ствия. Кроме того, в работе впервые исследовали
влияние указанных соединений на эпителиаль-
но-мезенхимальную трансзицию (ЭМТ), кото-
рая, как известно, участвует в формировании пу-
ла ОСК, резистентности этих клеток к поврежда-
ющим воздействиям и усиливается под влиянием
ионизирующего излучения [28–31]. В частности,
показано, что при облучении в опухолевых клет-
ках активируется транскрипция основных регу-
ляторов ЭМТ (Snail, ZEB-1, STAT3, HIF-1b и др.),
которые, в свою очередь запускают сигнальные
пути, в том числе TGF-β, WNT, p38 MAPK и дру-
гие, способствующие приобретению выжившими
после облучения опухолевыми клетками феноти-
па ЭМТ и ОСК [29]. Поэтому, учитывая важную
роль ЭМТ в радиационном ответе опухолевых
клеток эпителиального происхождения и прини-
мая во внимание известные данные о значении
метилирования ДНК для ЭМТ, мы предположи-
ли, что DB(n), способные ингибировать актив-
ность ДНК-метилтрансферазы, могут влиять на
ЭМТ и таким образом изменять размер пула
ОСК. Для проверки этого предположения была
исследована экспрессия виментина (белка про-
межуточных филаментов цитоскелета, являюще-
гося одним из основных маркеров ЭМТ) после
раздельного или комбинированного действия
DB(5,7) и ионизирующего излучения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование клеток. Клетки аденокарци-

номы молочной железы человека линии MCF-7
культивировали во флаконах площадью 25 см2

(Corning, США) в среде DMEM («ПанЭко», Рос-
сия) c добавлением 10% сыворотки крупного ро-
гатого скота (Biosera, Франция), пенициллина
(50000 ед/л), стрептомицина (50 мг/л) и глютами-
на (292 мг/л) в СО2-инкубаторе (NuAire, США)
при 37°С в увлажненной атмосфере, содержащей
5% СО2. Клетки рассевали два раза в неделю, сни-
мая с подложки с помощью раствора версена и
трипсина (ПанЭко, РФ).

Исследуемые химические соединения. Димер-
ные бисбензимидазолы DB(n) синтезированы в
Институте молекулярной биологии им. В.А. Эн-
гельгардта РАН по методике, подробно описан-
ной в работе [24]. Они представляют собой низ-
комолекулярные флуоресцентные соединения,
нековалентно связывающиеся с А–Т-парами в
узкой бороздке ДНК. Из всей линейки DB(n) в
данной работе использовали два соединения, в

которых бисбензимидазольные блоки соединены
между собой линкером с числом метильных
групп (n), равным 5 или 7. 

Инкубация с изучаемыми соединениями и облу-
чение клеток. Через сутки после посева к клеткам
добавляли DB(5) или DB(7) в конечной концен-
трации 20 мкмоль/л, при которой, как ранее было
показано [25], происходит выраженное уменьше-
ние общего количества опухолевых клеток. Клет-
ки инкубировали с соединениями 24 ч в стандарт-
ных условиях и затем подвергали воздействию
γ-излучения на установке «Рокус-АМ» в дозе 4 Гр
(мощность дозы 1,5 Гр/мин), которая также была
выбрана ранее для исследования эффектов ком-
бинированного действия DB(n) на общую попу-
ляцию клеток MCF-7 [25]. Далее клетки помеща-
ли в стандартные условия культивирования в
CO2-инкубатор на двое суток. 

Определение количества CD44+СD24-/low-ОСК.
Выбор маркеров для идентификации ОСК рака мо-
лочной железы в нашей работе был сделан на основе
литературных данных. Как известно, рак молочной
железы был первой солидной опухолью, в которой
установлено наличие ОСК [32]. Авторы этого иссле-
дования идентифицировали ОСК по экспрессии
CD44 при отсутствии или низкой экспрессии CD24
на поверхности этих клеток с помощью соответ-
ствующих антител. По настоящее время этот имму-
нофенотип (CD44+CD24-/low) наиболее часто ис-
пользуется в различных исследованиях для выявле-
ния ОСК рака молочной железы, в том числе в
стабильной культуре линии MCF-7. Учитывая мно-
гочисленные доказательства принадлежности
CD44+CD24-/low-клеток к популяции ОСК рака
молочной железы, именно этот иммунофенотип
был выбран нами для выявления ОСК.

Клетки извлекали из флаконов в холодный
раствор Хэнкса и инкубировали со смесью моно-
клональных антител к CD44, меченных флуорес-
цеинизотиоцитатом (ФИТЦ) (BD Biosciences,
США), и антител к CD24, меченных фикоэритри-
ном (ФЭ) (BD Biosciences, США), из расчета по
20 мкл антител на 1 млн клеток. Для контроля не-
специфического связывания использовали моно-
клональные антитела соответствующих изотипов
к гемоцианину улитки, конъюгированные с теми
же флуорохромами, что и антитела к указанным
поверхностным маркерам (BD Biosciences,
США). 

Пробы инкубировали с антителами 30 мин на
льду в темноте, затем отмывали в 0,01 моль/л фос-
фатно-солевом буферном растворе (PBS, pH 7.2) и
анализировали на проточном цитофлуориметре
FACS Vantage (BD Biosciences, США). Для измере-
ния флуоресценции ФИТЦ использовали узкопо-
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лосные фильтры 530/30 нм, для ФЭ – 585/42 нм.
Полученные данные об интенсивности прямого и
бокового светорассеяния, флуоресценции ФИТЦ и
ФЭ записывали в файл, который обрабатывали с по-
мощью программы CellQuestPro (BD Biosciences,
США). Определяли относительное количество ОСК
(в %) с иммунофенотипом CD44+СD24-/low среди
неповрежденных клеток, выделенных по парамет-
рам прямого и бокового светорассеяния по обще-
принятой методике. Абсолютное количество
CD44+СD24-/low-ОСК определяли путем умноже-
ния доли этих клеток на общее количество клеток во
флаконе, определенное с помощью камеры Горяева.

 Оценка внутриклеточного содержания бисбен-
зимидазолов DB(5,7) в стволовых и нестволовых
опухолевых клетках. Благодаря тому, что ком-
плекс DB(n)–ДНК обладает достаточно высокой
флуоресценцией [33] в рабочем диапазоне совре-
менных проточных цитофлуориметров, осна-
щенных ультрафиолетовым лазером, существует
возможность анализа внутриклеточного содержа-
ния этих соединений с помощью метода проточ-
ной цитометрии. Для оценки внутриклеточного
содержания DB(5,7) отдельно в ОСК и в осталь-
ных (нестволовых) клетках общую культуру инку-
бировали с соединениями в концентрации
20 мкМ в течение 72 ч, окрашивали с помощью
антител к CD44-ФИТЦ и CD24-ФЭ, как описано
выше, затем выполняли исследование с помощью
проточного цитометра FACS Vantage, оснащен-
ного двумя лазерами с длинами волн 488 нм и
365 нм. Для измерения флуоресценции ФИТЦ и
ФЭ использовали стандартные светофильтры
530/30 нм и 585/42 нм соответственно (при
λвозб = 488 нм). Интенсивность флуоресценции
DB(5,7) оценивали в диапазоне 424/44нм (при
λвозб = 365 нм). Данные о флуоресценции ФИТЦа,
ФЭ и DB(5,7) записывали в файл. При последую-
щей обработке данных с помощью программы
CellQuestPro выделяли регион CD44+СD24-/low-
клеток, после чего анализировали интенсивность
флуоресценции DB(5) или DB(7) в этом регионе и
в остальных клетках отдельно. 

Определение экспрессии виментина после ком-
бинированного действия бисбензимидазолов
DB(5,7) и облучения. В предварительной серии
экспериментов изучали экспрессию виментина в
различные сроки после облучения в дозе 4 Гр.
Экспрессию указанного белка определяли через
24, 48, 72 и 96 ч после радиационного воздействия
с помощью проточной цитометрии после имму-
ноцитохимического окрашивания соответствую-
щими антителами. Для этого клетки снимали со
дна культуральных флаконов, из каждого флако-
на отбирали аликвоты по 250 тыс. клеток, далее
клетки фиксировали и хранили в ацетоне при –

20°С. Перед окрашиванием клетки трехкратно от-
мывали в фосфатно-солевом буферном растворе
c 1% бычьего сывороточного альбумина, после
чего инкубировали с моноклональными антите-
лами к виментину, меченными ФЭ, в течение 1 ч
при комнатной температуре в соотношении 5 мкл
антител/250 тыс. клеток. Для контроля неспеци-
фического связывания использовали монокло-
нальные антитела того же изотипа к гемоцианину
улитки, конъюгированные с ФЭ. После инкуба-
ции клетки отмывали от несвязавшихся антител
фосфатно-солевым буферным раствором и не-
медленно анализировали с помощью проточного
цитофлуориметра FACS Calibur (BD Biosciences,
США) по показателям интенсивности светорас-
сеяния и флуоресценции ФЭ. C помощью про-
граммы CellQuestPro определяли среднюю ин-
тенсивность флуоресценции ФЭ в клетках после
исключения дебриса по показателям светорассе-
яния. 

В следующей серии экспериментов изучали
влияние DB(5,7) и облучения на экспрессию ви-
ментина. Использовали те же условия комбини-
рованного воздействия, что при исследовании
количественных изменений пула ОСК, т. е. кон-
центрация соединений составляла 20 мкмоль/л,
доза облучения – 4 Гр, а время после облучения
(48 ч) было выбрано по результатам описанных
выше предварительных экспериментов. Методи-
ка подготовки проб к проточноцитометрическо-
му анализу в экспериментах по комбинированно-
му действию DB(n) и облучения не отличалась от
вышеописанной методики, использованной в
предварительных экспериментах по изучению
временной зависимости экспрессии виментина
после облучения. 

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку результатов проводили по
критерию Манна–Уитни с помощью программы
Statistica 6.0 (StatSoft Inc., США). Для построения
графиков использовали программу Origin 6.0 (Mi-
crocal Software, Inc., США). Все эксперименты
выполнены не менее чем в трех повторах. Полу-
ченные результаты объединяли. Различия счита-
ли значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Внутриклеточное содержание бисбензимидазо-

лов DB(5) и DB(7) в ОСК и остальных клетках.
Внутриклеточное содержание DB(5) и DB(7) оце-
нивали в сравниваемых популяциях опухолевых
клеток через 72 ч инкубации с соединениями. В
течение этого времени могли происходить как на-
копление, так и откачивание соединений из жи-
вых клеток. Как показано на рис. 2, интенсив-
ность флуоресценции как DB(5), так и DB(7) в
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ОСК и остальных клетках была примерно одина-
кова, но значительно выше контрольной авто-
флуоресценции (p < 0,001). Эти данные указыва-
ют на то, что исследуемые соединения способны
проникать в живые клетки и сохраняться в них в
течение длительного времени. При этом важно
отметить, что содержание DB(5,7) в ОСК и
остальных клетках не отличается, хотя известно,
что ОСК способны более эффективно откачивать
во внеклеточную среду многие химические со-
единения, включая традиционные химиопрепа-
раты. В дальнейшем представляет интерес иссле-
довать отдельно процессы накопления и выведе-
ния DB(n) из клеток изучаемых популяций. 

Изменение относительного и абсолютного количе-
ства опухолевых стволовых клеток CD44+СD24-/low

после комбинированного действия бисбензимидазо-
лов DB(5) или DB(7) и γ-излучения. Эффекты раз-
дельного и комбинированного действия изучае-
мых соединений и γ-излучения оценивали через
48 ч после облучения по изменению количества
клеток с иммунофенотипом CD44+СD24-/low.

Установлено, что облучение клеток линии
MCF-7 приводит к увеличению относительного
количества CD44+СD24-/low

 ОСК в 1.7 раза по
сравнению с контролем (рис. 3). Предваритель-
ная инкубация с DB(5,7) перед облучением зна-
чительно снижает этот показатель как по сравне-
нию с раздельным действием облучения, так и по
сравнению с интактным контролем. Так, показа-
но, что DB(5) в комбинации с ионизирующем из-
лучением уменьшает относительное количество

CD44+СD24-/low
 клеток в 4.8 раза по сравнению с

контролем: средняя доля ОСК (± SE) в контроле
составляет 0.29 ± 0.04%, доля этих клеток в груп-
пе «DB(5) + облучение» – 0.06 ± 0.01% (р = 0.002).
DB(7) в комбинации с ионизирующим излучени-
ем снижает долю ОСК в меньшей степени – до
0.12 ± 0.04%, т.е. в 2.4 раза по сравнению с кон-
тролем (р = 0.006). Важно, что DB(5,7) в комбина-
ции с ионизирующим излучением еще сильнее
уменьшают относительное количество ОСК по
сравнению с раздельным облучением – в 8.2 и
4.1 раза (р = 0.003 и р = 0.004) соответственно – и
тем самым нивелируют стимулирующее влияние
облучения на количество CD44+СD24-/low ОСК.

 Интересно, что и одиночное действие DB(5,7)
также значимо снижает относительное количе-
ство ОСК по сравнению с интактным контролем
в 5.8 и 3.6 раза соответственно: средняя доля ОСК
в группе «DB(5)» составляет 0.05 ± 0.01%
(p = 0.001), в группе «DB(7)» – 0.08 ± 0.02%
(р = 0.003).

На рис. 4 представлены данные об изменении
абсолютного количества клеток CD44+СD24-/low

после раздельного и комбинированного действия
изучаемых соединений и γ-излучения. Показано,
что облучение приводит к росту абсолютного ко-
личества ОСК в 1.6 раза по сравнению с контро-
лем, в то время как общее количество клеток, на-
против, уменьшается в 1.7 раз. Установлено, что в

Рис. 2. Средняя интенсивность флуоресценции
опухолевых стволовых и нестволовых клеток линии
MCF-7, инкубированных с DB(5,7), по данным
витального исследования с помощью проточной
цитофлуориметрии; * – р < 0.001 при сравнении с
интенсивностью контрольной аутофлуоресценции.

Рис. 3. Изменение относительного количества
CD44+СD24-/low ОСК после раздельного и комбини-
рованного действия DB(5,7) и γ-излучения в дозе
4 Гр. Клетки облучали через 24 ч после добавления
соединений, количество ОСК определяли через 48 ч
после облучения. Обозначения: ** – p ≤ 0.004 при
сравнении с облучением,  ^ – p < 0.05 при сравнении
с контролем,  ^^– p ≤ 0.006 при сравнении с кон-
тролем.
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комбинации с ионизирующим излучением как
DB(5), так и DB(7) значимо снижают абсолютное
количество клеток CD44+СD24-/low по сравне-
нию с раздельным облучением и контролем. Так,
в комбинации с облучением DB(5) приводит к
снижению абсолютного количества ОСК в
10.4 раза по сравнению с контролем (р = 0.004) и
в 16.6 раза по сравнению с облучением (р = 0.006),

а DB(7) – в 8.9 раза по сравнению с контролем
(р = 0.004) и в 14.1 раза по сравнению с облучени-
ем (р = 0.006). При этом количество остальных
клеток, составляющих подавляющее большин-
ство, тоже уменьшается после комбинированного
действия исследуемых соединений и облучения,
но в меньшей степени – в 2.4 и 3.8 раза соответ-
ственно по сравнению с контролем (р = 0.004 в
обоих случаях) и в 1.4 и 2.2 раза соответственно по
сравнению с облучением (р < 0.05). 

Раздельное действие DB(5,7) также приво-
дит к снижению абсолютного количества кле-
ток CD44+СD24-/low по сравнению с интакт-
ным контролем в 7.5 и 5.2 раза (р = 0.001 и
p = 0.004) соответственно. При этом абсолют-
ное количество остальных клеток уменьшается
лишь в 1.8 и 3.3 раза (р = 0,001 и p = 0,003) (дан-
ные не показаны). 

Изменение экспрессии виментина после раз-
дельного и комбинированного действия бисбензи-
мидазолов DB(5,7) и ионизирующего излучения.
Как показано с помощью проточной цитомет-
рии, интактные клетки рака молочной железы
линии MCF-7 в общей массе не экспрессируют
виментин, так как средняя интенсивность флуо-
ресценции клеток, обработанных антителами к
этому белку, не отличается от таковой после ин-
кубации с контрольными иммуноглобулинами
того же изотипа (рис. 5). Однако через 48–96 ч по-
сле облучения в дозе 4 Гр обнаружено специфиче-
ское связывание антител к виментину, что свиде-
тельствует об индукции ЭМТ под влиянием γ-из-
лучения. Таким образом, было установлено, что
через 48 ч после облучения можно зарегистриро-
вать не только описанное выше увеличение пула
ОСК, но и радиационно-индуцированный про-

Рис. 4. Изменение абсолютного количества
CD44+СD24-/low ОСК и остальных опухолевых кле-
ток после раздельного и комбинированного действия
DB(5) или DB(7) и облучения в дозе 4 Гр. Клетки об-
лучали через 24 ч после добавления соединений, ко-
личество ОСК определяли через 48 ч после облуче-
ния. Обозначения: *– p < 0.05 при сравнении с облу-
чением, ** – p < 0.006 при сравнении с облучением,
^ – p ≤ 0.004 при сравнении с контролем.

Рис. 5. Уровень экспрессии виментина в различные сроки после облучения клеток линии MCF-7 в дозе 4 Гр. По оси
ординат – средняя интенсивность флуоресценции с антителами к виментину в процентах от контроля (без облуче-
ния). Указана величина р при сравнении с контролем неспецифического связывания, среднее значение которого по-
казано сплошной горизонтальной линией, величины SE – пунктирными линиями .
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цесс ЭМТ. Поэтому эта временная точка была
выбрана для дальнейшего исследования комби-
нированного действия DB(5,7) и ионизирующего
излучения на ЭМТ по критерию белковой экс-
прессии виментина. Интересно отметить, что в
исследуемой клеточной культуре через 24 ч после
облучения экспрессия виментина еще не обнару-
живается, как не удается выявить на этом сроке
и повышения количества ОСК (данные не пока-
заны).

Инкубация клеток с DB(5,7) перед облучением
и в течение 48 ч после него блокирует радиацион-
ную ЭМТ (рис. 6), одновременно снижая размер
пула ОСК до уровня ниже, чем в контроле.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Известно, что одним из важных свойств ОСК
является высокая интенсивность откачивания во
внеклеточную среду многих химических соедине-
ний, включая противоопухолевые препараты,
благодаря высокой экспрессии соответствующих
AТФ-связывающих транспортеров на клеточной
мембране [34]. Нами показано, что внутрикле-
точное содержание DB(n), где n = 5 или 7, при-
мерно одинаково в ОСК и остальных клетках в
отличие от многих известных химиопрепаратов.
Эта базовая информация позволяет использовать
данные соединения для изучения их противоопу-

холевого и радиомодифицирующего действия
на ОСК. 

В данном исследовании показано, что раздель-
ное облучение приводит к росту доли ОСК, выде-
ленных по иммунофенотипу CD44+СD24-/low.
Эти данные подтверждают более высокую рези-
стентность ОСК к действию редкоионизирующе-
го излучения (по сравнению с основной массой
опухолевых клеток) и согласуются с результатами
многочисленных исследований, в которых ис-
пользовались различные подходы к идентифика-
ции ОСК рака молочной железы как в экспери-
ментальных, так и в клинических условиях [4, 5,
7, 14, 35–37].

В последнее время помимо механизмов высо-
кой радиорезистентности ОСК, приводящих к
сохранению их жизнеспособности и пролифера-
ции после облучения, обсуждается еще один ме-
ханизм увеличения количества ОСК после воз-
действия редкоионизирующего излучения –
перепрограммирование дифференцированных
опухолевых клеток, выживших после облучения,
в опухолевые стволовые клетки [14, 36]. Процесс
дедифференцировки может объяснить увеличе-
ние не только относительного, но и абсолютного
количества ОСК после радиационного воздей-
ствия – эффект, который наблюдался нами в дан-
ном исследовании при выявлении ОСК по иму-
нофенотипу и ранее при использовании другого

Рис. 6. Интенсивность связывания клеток линии MCF-7 с антителами к виментину после раздельного и
комбинированного действия DB(5) или DB(7) и облучения в дозе 4Гр. Через 24 ч после добавления соединений клетки
облучали, через 48 ч после облучения выполняли фиксацию клеток для последующего окрашивания и
проточноцитометрического анализа. Сплошная горизонтальная линия показывает среднюю интенсивность
флуоресценции клеток после обработки контрольными иммуноглобулинами (изотипический контроль
неспецифического связывания), пунктирные линии отмечают стандартную ошибку (± SE) средней интенсивности
флуоресценции в контроле неспецифического связывания; * – p = 0.03 при сравнении с интактным контролем,
^ p = 0.003 при сравнении с контролем неспецифического связывания .
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метода идентификации этих клеток по интенсив-
ному откачиванию флуоресцентного красителя
Хехста 33342 [7, 38]. Очевидно, такая дедиффе-
ренцировка является достаточно редким событи-
ем в интактных опухолях/клеточных культурах,
но может происходить чаще под влиянием раз-
личных факторов, включая ионизирующее излу-
чение. Механизмы этого явления изучались в по-
следние годы во многих лабораториях мира, в ре-
зультате чего была выяснена роль ЭМТ в
поддержании и даже увеличении пула ОСК после
облучения путем дедифференцировки нестволо-
вых клеток [29, 36, 39]. Как хорошо известно, ра-
диационное воздействие способно индуцировать
ЭМТ опухолевых клеток эпителиального проис-
хождения [29–31], что было подтверждено в дан-
ной работе на примере рака молочной железы ли-
нии MCF-7 и показано, что повышение белковой
экспрессии виментина (одного из основных мар-
керов ЭМТ) можно зарегистрировать через 48 ч
после облучения и в более отдаленные сроки, ис-
следованные в работе (до 96 ч).

В настоящее время накапливаются данные о
возможности ингибирования ЭМТ с помощью
различных средств, среди которых достаточно
эффективными оказались разнообразные моди-
фикаторы структуры хроматина [40–42]. В экспе-
риментах с клеточными культурами показано,
что блокаторы ЭМТ снижают количество ОСК,
поэтому их использование считается очень пер-
спективным в сочетании с традиционными про-
тивоопухолевыми воздействиями [43, 44].

Следует отметить, что в процесс перепрограм-
мирования вовлечены эпигенетические механиз-
мы, в том числе изменение метилирования ДНК
[45]. Показано, что метилирование ДНК играет
непосредственную роль в клеточной миграции,
инвазии, метастазировании и ЭМТ опухолевых
клеток, а также является важным регуляторным
механизмом для поддержания ключевых характе-
ристик ОСК [22, 23, 46]. Логично было предполо-
жить, что DB(n), которые обладают ингибирую-
щей активностью в отношении ДНК-метил-
трансферазы, способны влиять на размер пула и
свойства ОСК путем блокирования ЭМТ. И дей-
ствительно, при совместном применении DB(n)
(где n = 5 или 7) и ионизирующего излучения по-
казано отсутствие экспрессии виментина (одного
из основных маркеров ЭМТ), что свидетельствует
о блокировании радиационно индуцированного
процесса ЭМТ. Важно, что при этом, как и ожи-
далось, происходило снижение относительного и
абсолютного количества ОСК. Интересно, что
сама по себе инкубация клеток с DB(5,7) приво-
дила к уменьшению количества ОСК не только

по сравнению с таковым при облучении, но и по
сравнению с интактным контролем. Можно
предположить, что в этом случае эффекты дей-
ствия изучаемых соединений обусловлены инги-
бированием спонтанной ЭМТ, которая происхо-
дит редко и затрагивает малое число опухолевых
клеток, вызывая их дедифференцировку в ОСК,
составляющих в контроле лишь 0.29%. Вполне
объяснимо, что в интактной культуре MCF-7 не
удается зарегистрировать ЭМТ в общей клеточ-
ной массе, поскольку этот процесс происходит
только в небольшой части клеток, составляющих
доли процента от общей популяции. Для подтвер-
ждения этого предположения о способности
DB(5,7) влиять на спонтанную ЭМТ необходимы
дальнейшие исследования экспрессии генов и
белковых продуктов, контролирующих этот про-
цесс, в отсортированных ОСК.

В целом полученные результаты согласуются с
рядом экспериментальных исследований, в кото-
рых показано, что ингибиторы ДНК-метилиро-
вания повышают эффективность радиационного
воздействия на опухолевые клетки как в условиях
in vitro, так и in vivo [45, 47]. При этом существенно
снижается экспрессия генов, контролирующих
поддержание ОСК в состоянии дедифференци-
ровки, как показано на примере рака поджелу-
дочной железы [47]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, внутриклеточное содержание
синтетических DB(n), где n = 5 или 7, оказалось
одинаковым в опухолевых стволовых и нестволо-
вых клетках. Оба соединения способны нивели-
ровать стимулирующее действие γ-излучения на
популяцию ОСК, заключающееся в повышении
относительного и абсолютного количества этих
клеток. При комбинированном действии DB(5,7)
и облучения происходит блокирование радиаци-
онно индуцируемого процесса ЭМТ и значитель-
ное уменьшение пула ОСК по сравнению не
только с облучением, но и с интактным контро-
лем. Возможным механизмом действия изучен-
ных соединений на ОСК является ингибирование
ДНК-метилирования ряда генов, контролирую-
щих дедифференцировку опухолевых клеток и
свойства ОСК, что требует дальнейшего изуче-
ния.
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Outcomes of the Combined Effects of Dimeric Bisbenzimidazoles and Exposure 
to Ionizing Radiation on MCF-7 Breast Cancer Stem Cells
K.A. Churyukina*, A.L. Zhuze**, A.A. Ivanov**, and I.A. Zamulaeva*

*A. Tsyb Medical Radiological Research Center – Branch of the National Medical Research Radiological Center of the Ministry 
of Health of the Russian Federation, ul. Koroleva 4, Obninsk, Kaluga Region, 249036 Russia 

**Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 32, Moscow, 119991 Russia

The study aims to determine how to eliminate and/or increase radiosensitivity of a population of cancer stem
cells, which are responsible for radioresistance in malignant neoplasms. The single and combined effects of
γ-radiation at a dose of 4 Gy and dimeric bisbenzimidazoles of DB(n) series with the number of groups in the
methylene linker connecting two benzimidazoles, n = 5 or 7 on the cancer stem cells were studied in the
MCF-7 human breast cancer cell line. It was shown that DB(5) significantly reduces the relative and absolute
number of cancer stem cells by a factor of 5.8 and 7.5 compared to control, respectively (p = 0.001 in both
cases), DB(7) – by a factor of 3.6 (p = 0.003) and 5.2 (p = 0.004), respectively. The single irradiation resulted
in an increase of the relative and absolute number of cancer stem cells by a factor of 1.7 and 1.6 (p < 0.05)
compared to control, respectively. The combined effects of DB(5,7) and exposure to ionizing radiation re-
sulted in a significant decrease in the relative number of cancer stem cells by a factor of 8.2 and 4.1, respec-
tively, as opposed to the effects after single radiation exposure (p = 0.003 and p = 0.004). Even more pro-
nounced outcomes of the combined effects of DB(5,7) and exposure to radiation were found with regard to
the absolute number of cancer stem cells, which decreased by a factor of 16.6 and 14.1, respectively, compared
to those after single irradiation (p = 0.006 in both cases). DB(5,7) in combination with ionizing radiation in-
hibits radiation-induced epithelial-mesenchymal transition as it was shown by the expression of vimentin,
one of the markers linked to this process, vimentin plays an important role in the formation of the cancer stem
cell pool.
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Показано, что слабые комбинированные магнитные поля – постоянное магнитное поле (60 мкТл)
и коллинеарное ему переменное низкочастотное магнитное поле на частоте 49.5 Гц – при
амплитудах в диапазоне 60–180 нТл вызывают при превентивном 40-минутном воздействии
значительное снижение интенсивности респираторного взрыва в суспензии нейтрофилов в ответ на
активатор – пептид N-формил-Met-Leu-Phe, регистрируемое методом люминол-зависимой
хемилюминесценции. Эта частота (49.5 Гц) переменной компоненты комбинированных магнитных
полей формально соответствует циклотронной частоте для иона Fe3+. На близких частотах (46.0 и
48.5 Гц) степень выраженности этого эффекта комбинированных магнитных полей значительно (в
три раза) снижается. На частоте переменной компоненты комбинированного магнитного поля
33 Гц эффект отсутствует. Воздействие магнитным сигналом, представляющим собой сумму всех
исследованных частот (33.0, 46.0, 48.5 и 49.5 Гц), приводит к эффекту, в два раза менее
выраженному, чем при воздействии на частоте 49.5 Гц. 

Ключевые слова: слабое магнитное поле, нейтрофилы, респираторный взрыв, свободные радикалы,
активные формы кислорода, ион трехвалентного железа, хемилюминесценция.
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Для выяснения механизмов биологического
действия слабых комбинированных (коллинеар-
ных постоянного и переменного) магнитных по-
лей (КМП) является важным экспериментальное
исследование действия различных режимов
КМП на хорошо изученных экспериментальных
объектах. Один из них – респираторный взрыв в
нейтрофилах – оказался чувствителен к вариаци-
ям параметров магнитных условий, предшеству-
ющих этому процессу [1]. Множество потенци-
альных мишеней для действия КМП (свободные
радикалы, протоны, молекулярный кислород,
ионы железа, ионы кальция и др.) участвуют в ре-
спираторном взрыве в нейтрофилах, что позволя-
ет спланировать и провести дифференциальные
эксперименты при различной настройке пара-
метров поля.

Ранее нами был зарегистрирован праймирую-
щий эффект (предактивация респираторного
взрыва в нейтрофилах) слабых комбинированных

постоянного (42 мкТл) и коллинеарного ему низ-
кочастотного переменного (сумма частот 1.0; 4.4
и 16.5 Гц, с общей амплитудой 0.86 мкТл) магнит-
ных полей, который проявлялся как более выра-
женное усиление хемилюминесценции суспен-
зии нейтрофилов, после их предварительной об-
работки КМП в течение часа, в ответ на введение
бактериального пептида N-формил-Met-Leu-Phe
или форболового эфира форбол-12-меристат-13-
ацетата в присутствии люминола [1]. Было пока-
зано лишь небольшое усиление перекисного
окисления липидов в нейтрофилах после дей-
ствия этого режима КМП [2]. Не было выявлено
взаимосвязи увеличения интенсивности пере-
кисного окисления липидов с процессом функ-
циональной предактивации нейтрофилов в ре-
зультате действия этого КМП, так как ионол, ин-
гибитор перекисного окисления липидов, не
снижал в этом случае индекс прайминга нейтро-
филов [2]. Также не снижала индекс прайминга
предварительная добавка перехватчика синглет-
ного кислорода гистидина или перехватчика гид-
роксильных радикалов диметилсульфоксида [3].
Было показано, что низкие концентрации

Сокращения: КМП – комбинированные магнитные поля,
ПМП – постоянное магнитное поле.
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(∼1 мкM) хелатора внутриклеточного кальция
BAPTA AM блокируют стимулирующий эффект
этого КМП [3]. Одним из ключевых моментов ме-
ханизма предактивации нейтрофилов в КМП яв-
ляется выраженная зависимость величины эф-
фекта от концентрации атмосферных газов [4].
Было показано, что предварительная мягкая ча-
стичная дегазация суспензии нейтрофилов при
давлении атмосферных газов 640 мм рт. ст. при-
водит к существенному (четырехкратному) сни-
жению клеточного ответа на КМП и практически
не отражается на способности клеток генериро-
вать респираторный взрыв в ответ на активатор
(пептид N-формил-Met-Leu-Phe) в контроле (ча-
стично дегазированная суспензия нейтрофилов)
[4]. Это позволяет предположить, что молекуляр-
ный кислород может являться одним из вероят-
ных акцепторов слабого КМП в исследуемой
тест-системе.

В случае этого режима КМП, стимулирующего
респираторный взрыв, мы при выборе парамет-
ров переменной низкочастотной компоненты
опирались на ранее полученные результаты дей-
ствия этих параметров поля на мышей с транс-
плантированной опухолью [5, 6]. В этом случае
для формирования переменного магнитного сиг-
нала в качестве формального алгоритма был ис-
пользован принцип настройки поля на цикло-
тронные частоты ряда простых и комплексных
ионов: (НАД)+, ионной формы глутаминовой
кислоты и ионов К+ (1,0; 4,4 и 16, 5 Гц соответ-
ственно этим ионам, при величине постоянного
магнитного поля (ПМП) 42 мкТл). Как показали
эксперименты, такой трехчастотный суммарный
сигнал обладал наиболее выраженной противо-
опухолевой активностью по сравнению с отдель-
ными, входящими в него, моночастотами [5, 6]. В
настоящей работе, используя тот же принцип
подбора частоты поля, мы решили проверить,

проявляется ли эффект КМП в более высокоча-
стотном диапазоне переменной компоненты
(30–50 Гц) при настройке поля на циклотронные
частоты ионов с большей величиной соотноше-
ния q/m и при более сильном ПМП (60 мкТл).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Формирование комбинированных магнитных по-

лей. Эксперименты проводили с относительно
слабыми магнитными полями с величинами, со-
поставимыми с уровнем геомагнитного фона и
менее него, а также в диапазоне частот, близких к
присутствующей в лабораторных помещениях
промышленной частоте (50 Гц). Поэтому в опы-
тах была использована специальная, необходи-
мая для корректного выполнения таких работ,
исследовательская аппаратура – установка для
формирования гипомагнитных условий, которая
позволяла получить высокую степень ослабления
геомагнитного поля – до 10000 раз (остаточное
постоянное поле не превышало 10 нТл) и суще-
ственно ослабляла переменные техногенные по-
мехи (до единиц нТл). Эта установка состояла из
трех вставленных соосно один в другой цилин-
дрических магнитных экранов из пермаллоя (тол-
щиной 1 мм), закрытых крышками с отверстиями
для подводки измерительной и термостабилизи-
рующей аппаратуры (рис. 1). Определение оста-
точных полей в установке проводили прямым
измерением с помощью феррозондового магни-
тометра Mag-03 MS 100 (Bartington, Великобрита-
ния). Для формирования экспериментальных
слабых однородных коллинеарных постоянного
и переменного КМП внутри этой системы был
установлен специальный индуктор (соленоид),
который был подключен к источнику постоянно-
го тока – для формирования постоянного поля –
и к источнику переменных низкочастотных маг-
нитных сигналов – для формирования перемен-
ной компоненты поля различной интенсивности.
Размеры экспериментального участка внутри
экранов (диаметр 20 см, длина 40 см) позволяли
поместить одновременно в зону однородного
слабого магнитного поля достаточное для опытов
число экспериментальных образцов (не менее
шести). 

Частоты переменной компоненты КМП соот-
ветствовали циклотронным частотам ионов Fe2+,
Са2+, Н3О+ и Fe3+, рассчитанным по стандартно-
му выражению:

fc = qBDC/2πm,

где q и m – заряд и масса иона, BDC – индукция по-
стоянной компоненты КМП (ПМП = 60 мкТл).
Рассчитанные таким образом частоты были равны
33.0, 46.0, 48.5 и 49.5 Гц. Параметры переменного
магнитного поля (частоты и амплитуды) были зада-

Рис. 1. Блок магнитной обработки: 1 – магнитные
экраны; 2 – соленоид; 3 – термостастабилизирован-
ная кювета; 4 – экспериментальные образцы. 
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ны цифровым методом с использованием цифро-
аналогового преобразователя платы L 791 («L-Card
Company», Москва, Россия). Это обеспечило высо-
кую точность их настройки. Для генерации пере-
менного магнитного поля через соленоид пропуска-
ли переменный ток следующего типа:

 где ωi = 2πfi,  fi  –  частота в Гц, 

который продуцировал изменяющееся во време-
ни переменное магнитное поле с максимальной
амплитудой 480 нТл. В ряде опытов использовали
эти частоты по отдельности при амплитуде
120 нТл, а также на одной из частот (49.5 Гц) в
диапазоне амплитуд 40–480 нТл при фиксиро-
ванных значениях: 40; 60; 80; 120; 150; 180; 240 и
480 нТл. 

Получение суспензии нейтрофилов. Работа вы-
полнена на перитонеальных нейтрофилах мы-
шей. Для получения перитонеальных нейтрофи-
лов использовали лабораторных мышей-самцов
линии CD-1 массой 22–25 г, полученных из пи-
томника лабораторных животных «Пущино». В
перитонеальную полость мыши инъецировали
150 мкл суспензии опсонизированного зимозана
с концентрацией 5 мг/ мл (Zymozan A из Saccha-
romyces carevisiae, Sigma, США). После этого через
12 ч животных умерщвляли методом цервикаль-
ной дислокации, их брюшную полость промыва-
ли четырьмя миллилитрами охлажденного рас-
твора Хенкса без кальция. Экссудат собирали пи-
петкой и центрифугировали в течение 5 мин при
600 g. Супернатант декантировали, а осадок раз-
водили в 4 мл бескальциевого раствора Хенкса и
оставляли на 60 мин при 4°C. Количество выде-
ленных клеток подсчитывали в камере Горяева.
Жизнеспособность клеток определяли, исполь-
зуя витальный краситель трипановый синий. Со-
держание живых клеток при этом составляло не
менее 96%. Для опытов образцы получали, разво-
дя суспензию нейтрофилов стандартной средой
Хенкса (138 мM NaCl, 6 мM KCl, 1 мМ MgSO4,
1 мM Na2HPO4, 5 мM NaHCO3, 5.5 мM глюкозы,
1 мM CaCl2, 10 мМ HEPES, pH 7.4; Sigma, США)
до концентрации 1 млн кл/мл. 

Экспонирование суспензии нейтрофилов. Ней-
трофилы инкубировали при 37.0 ± 0.2°С в кон-
центрации 1 млн/мл по 0.25 мл в круглодонных
кюветах из полистирола (диаметром 1.2 см и
длинной 5.5 см), применяемых затем для измере-
ния хемилюминесценции. Типичное время инку-
бации составляло 40 мин. Заданную температуру
поддерживали с помощью циркуляционного тер-
мостата. 

Образцы основных контрольных групп нахо-
дились в локальном геомагнитном поле с посто-
янной составляющей ∼44 мкТл и уровнем маг-
нитного фона на 50 Гц 15–50 нТл при таком же

1
( ) cos ω ,

n

i i
i

I t A t
=

= ∑

температурном режиме, как и опытные образцы,
и одновременно с ними (контроль геомагнитного
поля). В качестве дополнительного контроля ис-
пользовали образцы, инкубируемые внутри вы-
шеописанной экспериментальной установки для
формирования КМП, при постоянном поле
60 мкТл, но с отключенным источником пере-
менного МП (контроль установки). Опытные об-
разцы экспонировали внутри эксперименталь-
ной установки при заданных значениях КМП.
Опыты повторяли не менее трех раз.

Регистрация хемилюминесценции. После инку-
бации суспензии нейтрофилов измеряли интен-
сивность хемилюминесценции образцов в кон-
троле и опыте после добавки в них раствора лю-
минола (Enzo Life Sciences, США) в конечной
концентрации 0.35 мМ и активатора генерации
активнах форм кислорода – хемотаксического
формилированного пептида N-формил-Met-
Leu-Phe (Sigma, США) в концентрации 1 мкМ. В
работе был использован хемилюминометр Lum-
1200 (ООО «ДИСофт», Россия). Для анализа дан-
ных хемилюминесценции применяли программу
PowerGraph. Часть результатов представлена в
процентах по отношению к амплитудам хемилю-
минесцентного ответа в основном контроле, при-
нятом за 100%. 

Результаты статистически обработаны с при-
менением t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнение данных из двух контрольных групп
(группа 1 – образцы в геомагнитном поле с вели-
чиной постоянной компоненты 44 мкТл, в при-
сутствии техногенного магнитного фона на 50 Гц
величиной 15–50 нТл; группа 2 – образцы, поме-
щенные в установку для формирования КМП с
отключенным источником переменного магнит-
ного поля (ПМП = 60 мкТл, переменное магнит-
ное поле < 10 нТл)) не выявило различий в интен-
сивности респираторного взрыва между этими
группами образцов (контроль геомагнитного по-
ля 100 ± 10.6%, 3.75 ± 0.40 В, n = 6; контроль уста-
новки 94.4 ± 10.3%, 3.54 ± 0.37 В, n = 6,
p = 0.405881). Поэтому, а также в связи с возмож-
ностью одновременной инкубации с опытными
образцами, в качестве основного контроля в
дальнейших экспериментах использовали образ-
цы, экспонируемые в геомагнитном поле (кон-
троль геомагнитного поля). 

Предварительная инкубация суспензии ней-
трофилов в комбинированном МП с переменной
компонентой в виде суммы всех четырех исследу-
емых частот (33.0 Гц; 46.0 Гц; 48.5 Гц; 49.5 Гц) при
ее общей амплитуде 480 нТл вызывает существен-
ную деактивацию респираторного взрыва (рис. 2
и 3, табл. 1). Интенсивность хемилюминесцен-
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ции нейтрофилов в связи с этим воздействием
снижается приблизительно на 30%. Исследова-
ние вклада в эффект отдельных частот при их
одинаковой амплитуде (по 120 нТл) показало, что
наибольшим ингибирующим действием (∼60%)
КМП обладает на частоте 49.5 Гц (рис. 2 и 3,
табл. 1). В этом случае величина эффекта прибли-
зительно в два раза превышает эффект, получен-

ный при воздействии поличастотным сигналом.
Частота 33.0 Гц при ПМП = 60 мкТл не оказывает
влияния на изучаемый параметр (рис. 2, табл. 1),
а частоты 46.0 и 48.5 Гц по отдельности вызывают
одинаковый и относительно слабый ингибирую-
щий эффект (∼20%).  

Более детальное исследование амплитудной
зависимости действия КМП на частоте 49.5 Гц
показало выраженную и практически одинако-
вую степень ингибирования респираторного
взрыва в диапазоне амплитуд переменной компо-
ненты 80–180 нТл (рис. 4, табл. 2). При уменьше-
нии амплитуды переменного поля до 40 нТл сте-
пень выраженности эффекта значительно снижа-
ется. При увеличении переменного поля на этой
частоте до 240 нТл эффект действия КМП суще-
ственно ослабевает, а при 480 нТл уже не прояв-
ляется (рис. 4, табл. 2).  

Следует отметить, что частота 49.5 Гц при по-
стоянном поле 60 мкТл, на которой отмечается
максимальный ингибирующий эффект в наших
опытах, соответствует, по крайней мере формаль-
но, циклотронной частоте для иона Fe3+. Пока
мы не можем однозначно утверждать, что дей-
ствие этого КМП связано с влиянием поля имен-
но на этот ион трехвалентного железа. Для этого
нужны более веские экспериментальные доказа-
тельства. В этой связи следует отметить, что
принцип метода, используемого в нашей работе
для детекции эффекта КМП – люминол-зависи-
мой хемилюминесценции – основывается на том,
что в процессе стимуляции нейтрофилы проду-
цируют большое количество различных проокси-
дантов, способных в процессе взаимодействия с
люминолом генерировать мощную хемилюми-
несценцию, интенсивность которой пропорцио-
нальна функциональному статусу клеток [7].

Рис. 2. Влияние комбинированных магнитных полей
с ПМП = 60 мкТл на интенсивность хемилюминес-
ценции нейтрофилов. По оси ординат – интенсив-
ность хемилюминесценции (максимальные значе-
ния) в процентах по отношению к базовому контро-
лю (средние значения и стандартные отклонения),
звездочкой отмечены достоверные отличия от пока-
зателей контрольных групп (P < 0.05). По оси
абсцисс – номер группы: 1 – контроль установки; 2 –
сумма частот 33; 46; 48.5; 49.5 Гц, амплитуда 480 нТл;
3 – 33 Гц, амплитуда 120 нТл; 4 – 46 Гц, амплитуда
120 нТл; 5 – 48.5 Гц, амплитуда 120 нТл; 6 – 49.5 Гц,
амплитуда 120 нТл. 

Рис. 3. Влияние комбинированных магнитных полей с ПМП = 60 мкТл на кинетику и интенсивность хемилюминес-
ценции нейтрофилов при стимуляции 1 мкМ пептида N-формил-Met-Leu-Phe  в присутствии люминола: 1 – кон-
троль; 2 – сумма частот 33.0, 46.0, 48.5 и 49.5 Гц, амплитуда 480 нТл; 3 – 49.5 Гц, амплитуда 120 нТл. 
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Специальные опыты показали, что основным и
наиболее сильным окислителем люминола в этой
системе является гипохлорит [8], который появ-
ляется в результате действия железосодержащего
фермента миелопероксидазы, принимающей не-
посредственное участие в формировании интен-
сивности люминол-зависимой хемилюминес-
ценции при респираторном взрыве [7]. Частич-
ное ингибирование этого фермента могло бы
объяснить снижение интенсивности респиратор-
ного взрыва в нашем случае (действие КМП на
резонансной частоте иона Fe3+). Эксперимен-
тальное исследование этого аспекта молекуляр-
ного механизма КМП, по-видимому, имеет
смысл провести в первую очередь. 

В литературе присутствуют единичные сооб-
щения о биологическом действии КМП при на-
стpойке на циклотронную частоту иона Fe3+ [9].
Так, например, было показано, что такое КМП,
но значительно с более сильной, чем в нашем слу-
чае, переменной компонентой (в 1.8 раз больше
коллинеарного постоянного поля 46.8 мкТл),
увеличивает потребление у бактерий Rhodospiril-
lum rubrum, штамм VKM B-1621 растворенного
железа [10]. В этой работе величину переменного
поля задавали с учетом модели магнитного пара-
метрического резонанса [11]. Однако эта модель
неприменима для анализа результатов в нашем
случае (нанотесловые поля), так как в наших экс-
периментах показана четкая частотная зависи-
мость эффекта: изменение его величины в три ра-
за при изменении действующей частоты на 1 Гц с
48.5 Гц до 49.5 Гц при одинаковой амплитуде
120 нТл. Параметрическая гипотеза в случае для

нанотесловых полей [12] не способна в принципе
предсказать таких изменений, так как не содер-
жит элемента частотной селективности. В этом
она не согласуется с результатами целого ряда бо-
лее ранних и последующих экспериментов раз-

Таблица 1. Интенсивность респираторного взрыва в суспензии нейтрофилов после действия КМП с постоянной
компонентой 60 мкТл при различных частотах переменного магнитного поля

Параметры переменного 
магнитного поля

Интенсивность хемилюминесценции
Контроль Опыт

% Вольты % Вольты

сумма 33, 46, 48.5, 49.5 Гц; 480 нТл 100 ± 9.3 4.41 ± 0.41
n = 6 71,4 ± 9.1

3.15 ± 0.29*;
n = 6; 

p = 0.000304

33 Гц, 120 нТл 100 ± 11.4
3.21 ± 0.37

n = 6 108.7± 9.3
3.49 ± 0.23;
n = 6; p = 
0.171964

46 Гц, 120 нТл 100 ± 6.3
3.71 ± 0.23

n = 6 80.5 ± 6.7
2.97 ± 0.20*;

n = 6; 
p = 0.009675

48.5 Гц, 120 нТл 100 ± 8.2
4.24 ± 0.35

n = 6 80,9 ± 8.8
3.43 ± 0.30*;

n = 6;
p = 0.003463

49.5 Гц, 120 нТл 100 ± 9.1
3.03 ± 0.28

n = 8 41.9 ± 11.5
1.27 ± 0.15*;

n = 6; 
p = 0.000000

Рис. 4. Влияние комбинированных магнитных полей
с ПМП = 60 мкТл на частоте 49.5 Гц при различной
величине переменного магнитного поля на интен-
сивность хемилюминесценции нейтрофилов. По оси
ординат – интенсивность хемилюминесценции (мак-
симальные значения) в процентах по отношению к
базовому контролю (средние значения и стандартные
отклонения), звездочкой отмечены достоверные от-
личия от показателей контрольных групп (P < 0.05).
По оси абсцисс – номер группы: 1 – контроль уста-
новки, 2 – амплитуда 40 нТл, 3 – 60 нТл, 4 – 80 нТл,
5 – 120 нТл, 6 – 150 нТл, 7 – 180 нТл, 8 – 240 нТл, 9 –
480 нТл. 
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НОВИКОВ и др.

личных авторов, выполненных с крайне слабыми
нанотесловыми полями [13–19]. Из всех извест-
ных на данный момент гипотез первичного меха-
низма действия слабых КМП [20–27] эта гипоте-
за, по крайней мере в современной редакции [12],
наименее подходит для объяснения уже получен-
ных экспериментальных данных, возможно нуж-
даясь вследствие этого в модификации.

С практической точки зрения полученный на-
ми результат – возможность выраженного инги-
бирования интенсивности респираторного взры-
ва в нейтрофилах с помощью слабых КМП –
представляется важным, так как открывает пер-
спективу использования таких полей для коррек-
ции состояния при хронических воспалительных
заболеваниях, в частности при заболеваниях су-
ставов и других патологиях. Важно отметить, что
эффективно действующая частота 49.5 Гц очень
близка к промышленной частоте (50 Гц), а также
по величине (60–180 нТл) практически попадает
в диапазон флуктуаций амплитуд промышленной
частоты в жилых помещениях. Единственным от-

личием здесь является необходимость присут-
ствие чуть более выраженной, чем в средних ши-
ротах (38–53 мкТл), коллинеарной постоянной
компоненты 60 мкТл. Однако близость этих пара-
метров позволяет предметно поднять вопросы
экологической значимости слабых магнитных
полей, а также их потенциального влияния на
здоровье. В этой связи также интересны послед-
ние данные о влиянии имитаций геомагнитных
бурь на биологические объекты [28, 29].
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интересов. 

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все применимые международные, националь-

ные и институциональные принципы ухода и ис-
пользования животных при выполнении работы
были соблюдены.

Таблица 2. Интенсивность респираторного взрыва в суспензии нейтрофилов после действия КМП с постоянной
компонентой 60 мкТл при различных амплитудах переменного магнитного поля на частоте 49,5 Гц

Амплитуда переменного 
магнитного поля, нТл

Интенсивность хемилюминесценции

Контроль Опыт

% Вольты % Вольты

40 100 ± 5.0 4.02 ± 0.20
n = 6 72.9 ± 10.0 2.93 ± 0.29*;

n = 6; p = 0.000071

60 100 ± 6.21 3.48 ± 0.19
n = 6 66.2± 8.4 2.27 ± 0.19*;

n = 6; p = 0.000012

80 100 ± 7.6 3.76 ± 0.29
n = 6 50.3 ± 5.9 1.89 ± 0.11*;

n = 6; p = 0.000000

120 100 ± 7.9 3.76 ± 0.29
n = 6 42.5 ± 7.4 1.31 ± 0.10*;

n = 6; p = 0.000000

150 100 ± 8.7 3.07 ± 0.27
n = 6 53.1 ± 10.6 1.63 ± 0.17*;

n = 6; p = 0.000004

180 100 ± 7.3 3.21 ± 0.24
n = 6 53.1 ± 12.4 1.86 ± 0.23*;

n = 6; p = 0.000008

240 100 ± 10.8 3.79 ± 0.41
n = 6 85.2 ± 10.8 3.23 ± 0.35;

n = 6; p = 0.055095

480 100 ± 5.8 3.65 ± 0.21
n = 6 92.3 ± 8.7 3.37 ± 0.29;

n = 6; p = 0.121968
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Decrease of Respiratory Burst in Neutrophils after Exposure to Weak Combined 
Magnetic Fields of a Certain Duration

 V.V. Novikov, E.V. Yablokova, and E.E. Fesenko

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

It has been shown that after 40-min exposure to weak combined magnetic fields: a static magnetic field
(60 μT) and a collinear low-frequency magnetic field with frequency of 49.5 Hz within the 60-180 nT range,
a significant decrease in the respiratory burst activity of the neutrophil suspension was recorded in response
to peptide N-formyl-Met-Leu-Phe activation. This decreased response was shown by luminol-dependent
chemiluminescence. The frequency of 49.5 Hz of the alternating component of combined magnetic fields
nominally corresponds to Fe3+ ion cyclotron resonance frequency. At closely spaced frequencies (46 Hz and
48.5 Hz), the biological effect of combined magnetic fields tended to be three times less pronounced. There
is no biological effect at 33 Hz, the frequency of the alternating component of combined magnetic fields. Ex-
posure to  magnetic signal, which is the sum of all investigated frequencies (33.0; 46.0; 48.5 and 49.5 Hz), led
to the effect which was two times less pronounced than that after exposure to combined magnetic fields at
49.5 Hz.

Keywords:  weak magnetic field, neutrophils, respiratory burst, free radicals, reactive oxygen species, ion Fe3+,
chemiluminescence
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Патологические изменения в мозжечке зачастую сопряжены с дисфункцией клеток Пуркинье, ко-
торая проявляется в чрезмерной спайковой активности. Вопреки классической модели нейродеге-
нерации, когда гиперактивацию нейронов вызывают долговременным действием высоких концен-
траций возбуждающих агонистов (глутамата или N-метил-D-аспартата), в наших экспериментах
увеличение частоты спайковой активности клеток Пуркинье было вызвано за счет ингибирования
тормозной передачи антагонистом ГАМКА-рецепторов габазином (гидробромидом 6-имино-3-(4-
метоксифенил)-1(6H)-пиразинобутановой кислоты). У взрослых и молодых животных габазин  вы-
зывал достоверное увеличение частоты разрядов клеток Пуркинье через 25 и 45 мин действия соот-
ветственно. Таким образом, на взрослых животных данная модель работала более эффективно, чем
на молодых, что определяется онтогенетическими особенностями формирования коры мозжечка.
Более того, применение NS 309 (6,7-дихлор-1H-индол-2,3-дикетон-3-оксима), модулятора Са2+-
активируемых К+-каналов малой проводимости, в данной модели позволяло компенсировать вы-
званное антагонистом габазином увеличение частоты простых спайков в разряде клеток Пуркинье
до уровня контрольных значений у молодых и взрослых крыс. 

Ключевые слова: клетки Пуркинье, мозжечок, SK-каналы, ГАМК, спайк.
DOI: 10.31857/S0006302920010135

Мозжечок млекопитающих играет ключевую
роль в моторной активности, осуществляя мони-
торинг всех двигательных актов и снижая ошибку
между задуманным и совершенным действием
[1]. На клетках Пуркинье (КП), которые являют-
ся ключевым морфофункциональным элементом
коры мозжечка, происходит конвергенция всей
сенсорной информации, поступающей в мозже-
чок. Аксоны этих клеток формируют единствен-
ный эфферентный путь из коры мозжечка к его
ядрам и вестибулярным центрам продолговатого
мозга [2, 3]. Спинномозговая атаксия является
нейродегенеративным заболеванием, которое
проявляется в нарушении координации и точно-
сти движений и сопровождается изменением пат-
терна активности КП, а затем их дисфункцией и
гибелью [4, 5]. Известно, что за счет выброса
ГАМК (γ-аминомасляной кислоты) интернейро-
ны молекулярного слоя коры мозжечка регулиру-

ют активность КП [6]. Ранее при создании моде-
ли гиперактивации КП, сопровождающей спин-
номозговую атаксию, было показано, что
активация рецепторов глутамата в срезах мозжеч-
ка и in vivo, вопреки ожиданиям, приводила к ин-
гибированию постсинаптических токов КП и
снижала частоту простых спайков. Важно, что ап-
пликация антагониста ГАМКА-рецепторов
SR 95 531 (гидробромида 6-имино-3-(4-метокси-
фенил)-1(6H)-пиразинобутановой кислоты) сни-
мала ингибирующее действие агониста рецептора
глутамата N-метил-D-аспартата, тем самым уве-
личивая спонтанную активность КП [7]. Более
того, на срезах мозга в гиппокампе [8], тканевых
эксплантантах неокортекса [9], в первичной мо-
торной и соматосенсорной коре in vivo [10] и ней-
ронах коры в первичной культуре ткани [11] было
показано, что блокирование тормозной
ГАМКергической передачи бикукуллином при-
водит к возникновению эпилептиформных волн
деполяризации нейронов, увеличению частоты
спонтанных возбуждающих постсинаптических
токов и генерации эпилептоподобной электриче-
ской активности. Следует отметить, что отмывка
бикукуллина не подавляла генерацию подобных

Сокращения: КП – клетки Пуркинье, ГАМК – γ-амино-
масляная кислота, SR 95 531 – 6-имино-3-(4-метоксифе-
нил)-1(6H)-пиразинобутановой кислоты гидробромид
(габазин), SK-каналы – Са2+-активируемые К+-каналы
малой проводимости, NS 309 – 6,7-дихлор-1H-индол-2,3-
дикетон-3-оксим.

УДК 577.352, 576.32
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аномальных форм электрической активности
нейронной сети [11]. 

В развитии центральной нервной системы
ГАМК регулирует морфогенез, а именно мигра-
цию клеток и их синаптогенез, т. е. рост аксонов
к мишеням иннервации, образование синапсов, а
также и клеточную гибель. Показано, что только
к 30-м суткам постнатального развития (P30)
формируется полноценная тормозная ГАМКер-
гическая синаптическая передача, присущая зре-
лой центральной нервной системе [12]. При ис-
следовании функциональной активности КП не-
обходимо также учитывать и возрастные
особенности дифференцировки клеточных эле-
ментов и их связей в коре мозжечка. Например,
звездчатые клетки начинают образовывать си-
напсы с дендритами КП в Р14, что совпадает с на-
чалом расширения дендритного дерева КП [13].
Другие авторы указывают на то, что процесс си-
наптогенеза протекает в коре мозжечка вплоть до
Р90 [14], а на Р21 в белом веществе мозжечка еще
присутствуют пролиферирующие КП [15]. Кроме
этого, на третьей неделе постнатального развития
продолжается формирование электрофизиологи-
ческих свойств КП, так как в этот период появля-
ются смешанные Na+-Ca2+-спайки и тримодаль-
ный паттерн разряда КП [16]. Также онтогенети-
ческие особенности присущи и экспрессии Ca2+-
активируемых K+-каналов малой проводимости
(SK-каналы), модуляция которых приводит к
снижению частоты простых спайков КП, тем са-
мым оказывая терапевтический эффект при лече-
нии спинномозговой атаксии [4, 5, 17, 18]. У ста-
рых животных снижение частоты простых спай-
ков КП за счет введения положительных
модуляторов SK-каналов происходит быстрее,
чем у взрослых животных, что определяется воз-
растными особенностями динамики внутрикле-
точного Са2+ и снижением экспрессии потенци-
ал-зависимых Ca2+-каналов в молекулярном слое
мозжечка [19].

Таким образом, ввиду несостоятельности ги-
перактивирующего действия агонистов рецепто-
ров глутамата на КП [7] и наличием отногенети-
ческих особенностей развития коры мозжечка,
цель данной работы заключалась в создании мо-
дели гиперактивации КП и сравнении ее эффек-
тивности у разных возрастных групп животных. В
работе был проведен анализ изменения частоты
простых спайков КП при ингибировании тормоз-
ной передачи через ГАМКА-рецепторы у моло-
дых (P14–15) и взрослых (P90–150) крыс в модели
in vivo. В данной модели активации КП проведен
анализ изменения частот образования спайков
при модуляции SK-каналов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили c помощью метода
внеклеточной регистрации активности КП моз-
жечка на самцах крыс линии Вистар. При прове-
дении экспериментов животные были разделены
на две группы: молодые (всего 22 крысы возрас-
том от 14 до 15 суток или P14–15 соответственно)
и взрослые (всего 26 крыс возрастом от 3 до 6 ме-
сяцев или P90–150 соответственно). Для нарко-
тизации животных использовали уретан, кото-
рый вводили внутрибрюшинно из расчета
1200 мг/кг массы животного. При необходимости
в ходе эксперимента дозу увеличивали до
1600 мг/кг. Регистрацию и идентификацию КП
осуществляли по ранее описанной методике [20].
У наркотизированного животного удаляли
скальп, снимали мышечный слой и сверлили от-
верстие диаметром 2 мм в затылочной кости над
червем мозжечка. Затем крысу закрепляли в сте-
реотаксической установке. Для регистрации вне-
клеточной активности КП использовали стек-
лянные микроэлектроды из боросиликатного
стекла (внешний диаметр 1.5 мм, внутренний –
1.1 мм, Sutter Instrument, США), заполненные
раствором 2.5 М NaCl. Погружение микроэлек-
трода в ткань мозжечка осуществляли с помощью
автоматического манипулятора с шагом погруже-
ния 5 мкм на глубину до 5 мм. КП идентифициро-
вали по характерному для них паттерну активно-
сти: наличию простых и сложных спайков, а так-
же тормозной паузы после сложного спайка
перед серией простых. Сигнал от регистрируемой
клетки усиливали с помощью дифференциально-
го усилителя (АС/DC Differential Amplifier, model
3000, A-M Systems, Inc, США) и оцифровывали с
частотой дискретизации 10000 изм/с с помощью
аналого-цифрового преобразовтеля L-791 (ЗАО
«Л-КАРД», Россия) в оригинальной программе
Bioactivity Recorder v. 5.3, разработанной Д.А. Си-
баровым [http://sibarov.ru/index.php?slab=software]
для последующего анализа частоты простых
спайков в программе Clampfit 10.2 (Molecular De-
vices Corp, США). Количество зарегистрирован-
ных КП соответствует количеству использован-
ных животных, т. е. на одном животном была за-
регистрирована одна КП. Подачу действующих
веществ осуществляли согласно стандартной ме-
тодике [21] путем их аппликации микропипеткой
на обнаженную (диаметром 2 мм) поверхность
мозжечка в области введения микроэлектрода. 

Сначала была проведена контрольная серия экс-
периментов, в которой осуществляли аппликацию
физиологического раствора (0.9% NaCl) на обна-
женную поверхность мозжечка в зоне введения
микроэлектрода. Затем в следующих двух сериях
экспериментов для ослабления тормозного влия-
ния интернейронов на КП и, как следствие, созда-
ния условия для повышенного возбуждения КП
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был использован избирательный антагонист
ГАМКА-рецепторов SR 95 531 (габазин, Tocris,
США). Для снятия гипервозбуждения КП исполь-
зовали позитивный модулятор SK- и IK-каналов –
NS 309 (6,7-дихлор-1H-индол-2,3-дикетон-3-ок-
сим) (Tocris, США). При аппликации веществ и
физиологического раствора осуществляли визуаль-
ный контроль уровня жидкости в краниальном ок-
не и для поддержания его на одном уровне повтор-
но апплицировали раствор микропипеткой. За час
регистрации общий объем апплицируемого веще-
ства составлял 500 мкл и соответственно за 30 мин
регистрации – 250 мкл. Действующие вещества ис-
пользовали в концентрации 200 мкМ как для
SR 95 531, так и для NS 309. Растворы действующих
веществ готовили на 0.9%-м NaCl. Внеклеточную
регистрацию активности идентифицированной
КП осуществляли 30-секундными интервалами в
течение 15 мин до аппликации вещества (исходная
частота) и 60 мин после аппликации, через каждые
5 мин. 

В первой серии экспериментов после реги-
страции исходной активности КП (рис. 1а) было
исследовано влияние SR 95 531 на паттерн разря-
да КП мозжечка (рис. 1б). Во второй серии экспе-
риментов помимо регистрации исходной актив-
ности КП и после 60 мин действия антагониста
ГАМКА-рецепторов SR 95 531 осуществляли ап-
пликацию NS 309 и продолжали регистрацию ак-
тивности КП в течение еще 40–60 мин.

При сравнении данных из контрольной серии
экспериментов с экспериментальными для каж-
дой клетки определяли среднее значение частоты
простых спайков в течение 30 с по всем указан-
ным временным отметкам. После этого высчиты-
вали среднее значение по всем зарегистрирован-
ным клеткам и стандартную ошибку среднего для
всех временных отметок. Затем высчитывали от-
носительные частоты, приняв за единицу исход-
ную частоту спайков до аппликации. В дальней-
шем для выявления достоверности отличий меж-
ду контрольной серией экспериментов и сериями
с аппликацией антагониста ГАМКА-рецепторов
SR 95 531 и активаторов SK-каналов NS 309 для
каждой временной отметки использовали двух-
факторный дисперсионный анализ (ANOVA) с
применением поправки Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние антагониста ГАМКА-рецепторов

SR 95 531 на частоту простых спайков клеток Пур-
кинье у молодых и взрослых крыс. В контрольной
серии экспериментов как у молодых животных,
так и у взрослых крыс при аппликации физиоло-
гического раствора в течение 60 мин не было вы-
явлено достоверного изменения частоты простых
спайков в разряде КП относительно исходного

значения. Изменение среднего значения относи-
тельной частоты простых спайков по сравнению с
исходной частотой в отдельные периоды реги-
страции в возрастной группе Р14 составило 7–
18%, а у взрослых животных – 7–13%. Таким об-
разом, было продемонстрировано, что сама про-
цедура аппликации не влияла на картину разряда
КП. 

У крысят SR 95 531 вызывал постепенное уве-
личение частоты простых спайков в разряде КП
(верхняя кривая на рис. 1в). Через 45 мин после
аппликации были обнаружены достоверные от-
личия от контроля в соответствующей временной
точке (p < 0.05, n = 6, ANOVA, поправка Бонфер-
рони), которые сохранялись до конца периода ре-
гистрации. Наибольшее значение частота про-
стых спайков достигала через 60 мин от начала
аппликации и была более чем в два раза больше
контрольного значения в это же время. У взрос-
лых животных, в отличие от молодых крыс, при
аппликации SR 95 531 достоверное увеличение
частоты простых спайков в разряде КП (рис. 2а,б)
достигалось через 25 мин после начала апплика-
ции (p < 0.05, n = 7, ANOVA, поправка Бонферро-
ни), т. е. раньше, чем у молодых крыс. При этом
максимальное увеличение происходило уже к
30 мин регистрации, но в среднем лишь на 30%
(рис. 2в).

Как видно из рис. 1 и 2, характер изменений
частоты простых спайков в разряде КП у живот-
ных разных возрастных групп отличается друг от
друга. Если у двухнедельных крысят наблюдался
неуклонный рост частоты простых спайков на
протяжении всего периода аппликации SR 95 931,
то у взрослых животных, начиная с 25 мин от на-
чала аппликации, значение частоты простых
спайков практически не менялось до конца пери-
ода аппликации. Таким образом, можно сделать
вывод о том, что данный подход – использование
селективного антагониста ГАМКА-рецепторов
SR 95 931 как блокатора тормозной активности в
нейронной сети [7] – применим для получения
модели гипервозбуждения КП мозжечка.

Влияние положительного модулятора SK/IK-
каналов на частоту простых спайков клеток Пурки-
нье, вызванных действием антагониста ГАМКА-
рецепторов SR 95 531. Во второй серии экспери-
ментов мы проверяли гипотезу о том, что гипер-
активацию КП мозжечка, полученную при ослаб-
лении тормозного влияния, оказываемого на нее
интернейронами молекулярного слоя, можно ни-
велировать за счет активации Са2+-активируемых
калиевых каналов. Для этой цели мы применяли
агонист SK/IK-подтипов Са2+-активируемых ка-
лиевых каналов NS 309. Как в группе молодых
крыс (Р14–15), так и в группе взрослых животных
(Р90–150) нам удалось получить снижение часто-
ты простых спайков в паттерне разряда КП. Од-
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Рис. 1. Активность клеток Пуркинье  мозжечка молодых крыс (14-е–15-е сутки постнатального развития, P14–15) в
контроле и под влиянием антагониста ГАМКА-рецепторов SR 95 531. Представлены фрагменты записи активности
КП исходно, до аппликации SR 95 531 (200 мкМ) (а), и во время аппликации антагониста (б). (в) – Изменение средней
частоты простых спайков КП мозжечка в течение 1 ч при аппликации физиологического раствора (серая линия) и
антагониста SR 95 531 (черная пунктирная линия). Звездочками показано статистически достоверное отличие от
контрольных значений частоты в соответствующие моменты времени (ANOVA, поправка Бонферрони; * – p < 0.05,
*** – p < 0.001).
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Рис. 2. Активность клеток Пуркинье мозжечка взрослых крыс (90-е–150-е сутки постнатального развития, P90–150)
исходно и под влиянием антагониста ГАМКА-рецепторов SR 95 531 (200 мкМ). Представлены фрагменты записи
активности КП исходно, до аппликации SR 95 531 (а), и во время аппликации антагониста (б). (в) – Изменение
средней частоты простых спайков КП мозжечка в течение 1 ч при аппликации физиологического раствора (серая
линия) и антагониста SR 95 531 (черная пунктирная линия). Звездочками показано статистически достоверное
отличие от контрольных значений частоты в соответствующие моменты времени (ANOVA, пост-тест Бонферрони; * –
p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001).

нако было зафиксировано возрастное отличие
(рис. 3). В контрольных условиях к 60-й минуте
измерений частота простых спайков у молодых

крыс достигала 6.0 ± 0.9 имп/с, а при действии
антагониста ГАМКА-рецепторов SR 95 531 в этой
же временной точке наблюдалось достоверное
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Рис. 3. Частота простых спайков (ПС) клеток Пуркинье исходно (0 мин), после 60 мин действия антагониста ГАМКА-
рецепторов SR 95 531 (200 мкМ) и последующей аппликации положительного модулятора SK-каналов NS 309 (200 мкМ)
в течение 15–20 мин и 25–30 мин. Представлена средняя частота простых спайков КП мозжечка: (а) – молодых крыс
(14-е–15-е сутки постнатального развития, P14–15); (б) – взрослых крыс (90-е–150-е сутки постнатального развития,
P90–150). Звездочками и линиями показано статистически достоверное отличие от исходных значений частоты или
частоты после воздействия (ANOVA, пост-тест Бонферрони; * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001).

увеличение их частоты по сравнению с контролем 
до 12.1 ± 2.3 имп/с (p < 0,001, n = 9, ANOVA, пост-
тест Бонферрони, рис. 3а). При последующей ап-
пликации агониста SK/IK-каналов NS 309 часто-
та простых спайков достоверно снижалась через 
15–20 мин и достигала 5.6 ± 0.9 имп/с, что досто-
верно не отличалось от контрольных значений 
(p > 0.5, n = 9, ANOVA, поправка Бонферрони). У 
взрослых (P90–150) крыс, в отличие от молодых 
(P14–15) животных, уровень частоты простых 
спайков в контрольных условиях был существен-
но выше и достигал в среднем 29.1 ± 3.5 имп/с 
(n = 10), тем не менее SR 95 531 вызывал досто-
верное по сравнению с контролем увеличение ча-
стоты простых спайков до 41.1 ± 2.5 имп/с 
(р < 0,001, n = 10, ANOVA, пост-тест Бонферро-
ни). Важно, что, в отличие от молодых крыс, ап-
пликация NS 309 приводила к достоверному сни-
жению частоты простых спайков до уровня кон-
троля лишь через 25–30 мин (p > 0.05, n = 10 
ANOVA, поправка Бонферрони). Таким образом, 
можно сделать вывод, что как у молодых жи-
вотных,  так и у взрослых  активация  SK/IK-под-
типов Ca2+-активируемых K+-каналов способна 
снять гиперактивацию КП мозжечка в условиях 
снижения тормозного влияния, оказываемого на 
КП интернейронами молекулярного слоя. При 
этом исходное значение частоты простых спай-
ков у крысят восстанавливалось раньше, чем у 
взрослых животных.

ОБСУЖДЕНИЕ

Нейродегенеративные изменения в мозжечке
зачастую сопряжены с дисфункцией КП [22], ко-
торая может проявляться в чрезмерной спайко-

вой активности. Вопреки классической нейроде-
генеративной модели, когда гиперактивацию
нейронов вызывают долговременным действием
высоких концентраций возбуждающих агонистов
[23, 24], в наших экспериментах гиперактивация
КП была вызвана за счет ингибирования тормоз-
ной передачи, опосредованной ГАМКА-рецепто-
рами, что согласуется с данными о применении
антагонистов и блокаторов ГАМКА-рецепторов
как инициаторов эпилептиформных волн депо-
ляризации нейронов и временному увеличению
частоты спонтанных возбуждающих постсинап-
тических токов [11]. Активность КП напрямую
зависит от зрелости остальных клеточных эле-
ментов коры мозжечка и формирования полно-
ценной ГАМКергической передачи [12, 16]. У
крысят процесс морфо- и гистогенеза коры моз-
жечка продолжается весь первый месяц постна-
тальной жизни [13, 25]. При этом происходят
функциональные изменения КП, а именно уве-
личение активности за счет усиления ГАМКерги-
ческого влияния тормозных интернейронов мо-
лекулярного слоя на КП в результате созревания
их связей с КП [26]. В наших экспериментах у мо-
лодых и взрослых крыс ингибирование ГАМКА-
рецепторов SR 95 531 достигало насыщающих
концентраций вблизи КП постепенно по мере
диффузии, поэтому скорость наступления эф-
фекта могла зависеть от возрастных особенностей
созревания коры мозжечка. Так, у молодых крыс
увеличение спайковой активности наступало в
два раза медленнее, чем у взрослых крыс (рис. 1в
и 2в). Это, по-видимому, объясняется различия-
ми в степени зрелости морфологических и функ-
циональных свойств КП и незаконченным про-
цессом формирования ГАМКергических синап-
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сов в этом возрасте. Следует отметить, что частота
простых спайков в контроле (исходно) у молодых
крыс ниже, чем у взрослых. Это соответствует
нормальному постнатальному физиологическо-
му развитию, когда в онтогенезе происходит уве-
личение спайковой активности [19], и может объ-
ясняться уменьшением длительности рефрактер-
ного периода, следующего за возникновением
спайка [27]. Таким образом, примененная нами
модель гиперактивации КП через ингибирование
ГАМКергической передачи in vivo может эффек-
тивно применяться при исследовании нейродеге-
неративных состояний в мозжечке крыс. Более
того, использование модулятора SK-каналов
NS 309 в данной модели позволило предотвра-
тить развитие гиперактивации КП, тем самым
продемонстрировав терапевтический эффект –
снижение частоты простых спайков КП. Это со-
гласуется с данными о восстановлении нарушен-
ного паттерна активности КП и снижении симп-
томов спиномозговой атаксии у мутантных жи-
вотных [4, 5, 17, 18]. В работе, выполненной in vivo
на взрослых и старых крысах, показано, что ча-
стота простых спайков КП при аппликации
NS 309 снижается быстрее у старых крыс, что
опосредовано онтогенетическим изменением
экспрессии потенциал-зависимых кальциевых
каналов P/Q-типа и исчезновением потенциал-
зависимых кальциевых каналов L-типа в молеку-
лярном слое мозжечка [19, 28]. 

Таким образом, результаты, представленные в
данной работе, показывают различие в скорости
снижения активности КП: у молодых крыс сни-
жение частоты простых спайков происходило
быстрее, чем у взрослых, что может быть опосре-
довано различиями в экспрессии потенциал-за-
висимых Ca2+ каналов и Ca2+-проницаемых ре-
цепторов N-метил-D-аспартата [29]. Причины
возрастных отличий в эффекте модуляции SK-
каналов требуют дальнейшего изучения, по-
скольку могут быть связаны с дефицитом функ-
ций КП, связанных с особенностями онтогенети-
ческого развития.
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Inhibition of GABAergic Transmission as a Model of Purkinje Cell Hyperactivation 
in the Rat Cerebellum

 T.V. Karelina, J.D. Stepanenko, D.A. Sibarov, P.A. Abushik, and S.M. Antonov

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

Pathological changes in the cerebellum are commonly associated with Purkinje cell dysfunction manifesting
with excessive spike activity. Despite a classical model of neurodegeneration according to which neuronal hy-
peractivity is induced by long-lasting effects of high concentrations of excitatory agonists (glutamate or
N-methyl-D-aspartate), in our experiments the frequency of Purkinje cell spike activity increased with sup-
pression of inhibitory transmission by gabazine (6-imino-3-(4-methoxyphenyl)-1(6H)-pyridazinebutanoic
acid hydrobromide), a GABAA receptor antagonist. Gabazine induced a significant increase in the frequency
of Purkinje cell spike output after 25 min and 45 min in adult rats and young rats, respectively. Thus, this
model was considered to be more appropriate for adult animals than for young animals; it can be explained
by ontogenetic aspects of the cerebellar cortex maturation. Moreover, the use of NS 309 (6,7-dichloro-1H-
indole-2,3-dione-3-oxime), a modulator of small conductance calcium-activated potassium channels, in
this model made it possible to compensate for an increase in the frequency of Purkinje cell simple spike out-
put induced by gabazine, that decreased Purkinje cells spiking frequency to control values typical for young
and adult animals. 

Keywords: Purkinje cells, cerebellum, SK-channels, GABA, spike
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Исследована эффективность поглощения света с различным спектральным составом листьями
салата и выбору оптимальных условий световой среды для повышения продуктивности и качества
растительной продукции, выращиваемой в условиях искусственного освещения. Салат сорта
Тайфун выращивали методом тонкослойной панопоники в автоматизированной вегетационной
установке с использованием пяти вариантов различных источников света. Разработанный авторами
неповреждающий метод измерения спектров поглощения листьев in vivo позволил сделать
заключение о влиянии особенностей спектрального состава светового потока на оптические
характеристики, отражающие физиологическое состояние растений. С приростом биомассы листа
салата на 1 г в течение 10 суток в условиях максимальной продуктивности количество поглощенной
энергии фотонов увеличивалось на ~140 мкмоль · м–2 · с–1, значения индекса светопоглощения
ниже 70 мкмоль · м–2 · с–1 соответствовали образцам с минимальными результатами по ростовым
характеристикам. Схожесть спектральных характеристик освещения в области фотосинтетически
активной радиации ламп ДНаТ и светодиодных светильников, излучающих желтый свет, и
практически одинаковой доли фотосинтетически активных фотонов в синей, зеленой и красной
областях спектра привели к одинаковому приращению поглощения света в процессе развития
растений. Однако значительное отличие в продуктивности салата (~50%), а также росте, развитии и
биохимическом составе свидетельствует о лучшем влиянии ламп ДНаТ на свойства растительной
культуры. Полученные данные свидетельствуют, что спектр освещения с интенсивностью
~25 мкмоль · м–2 · с–1 в диапазоне 400–500 нм, ~150 мкмоль·м–2 · с–1 в 500–600 нм, ~150 мкмоль ·
· м–2 · с–1 в 600–700 нм приводит к высокой продуктивности салата. 

Ключевые слова:  интенсивная светокультура, спектры освещения, светодиодные светильники, оптика
листа, светопоглощение, нетто-продуктивность. 
DOI: 10.31857/S0006302920010147

При выращивании растений в условиях защи-
щенного грунта или в тепличных комплексах с
недостатком или отсутствием естественного света
ключевыми факторами являются правильно по-
добранные спектр, интенсивность и длитель-
ность искусственно созданного освещения. В ли-
тературе подчеркивается, что вопросы оптимиза-
ции спектра и интенсивности фотосинтетически
активной радиации в продукционном процессе
растений на разных этапах их вегетации, изуче-

ния возможностей использования света разного
спектрального состава в организации направлен-
ного биосинтеза биологически ценных соедине-
ний различного назначения остаются малоизу-
ченными и весьма актуальными. При этом важ-
ным аспектом исследований является поиск и
обоснование возможности снижения затрат элек-
троэнергии на единицу производимой продук-
ции, которые при реализации интенсивной све-
токультуры составляют более 40% [1–3]. Пере-
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численные аспекты создания и регуляции
световой среды становятся реализуемыми при ис-
пользовании светодиодных источников света.
Перспективность их применения в интенсивной
светокультуре отмечена многими авторами [4–6].
Появление мощных сверхъярких и модульных
светодиодов расширило технические возможно-
сти для увеличения продуктивности и эффектив-
ности выращивания тепличных культур [7–9].
Однако весь потенциал светодиодов можно ис-
пользовать, лишь понимая механизм влияния
светового потока и спектра излучения в области
фотосинтетически активной радиации как на об-
щую физиологию растений, так и на их отдель-
ные виды и сорта. Без этих знаний практическое
применение светильников на основе светодиодов
не приводит к желаемым результатам, и, более то-
го, исследователи столкнулись с проблемой сни-
жения продуктивности и качества выращиваемой
растительной продукции [10]. 

В основе выбора диапазонов и полос излуче-
ния большинства представленных на рынке све-
тодиодных фитосветильников лежит представле-
ние о важности двух полос – в синей (450 нм) и
красной областях (660 нм) спектра [11], соответ-
ствующих максимумам поглощения основных
фотосинтетических пигментов растений. Отсут-
ствие в светильниках других полос спектра в диа-
пазоне длин волн фотосинтетически активной
радиации – 380–720 нм или неоптимальное их
соотношение в так называемых светильниках
«полного спектра» является причиной возникно-
вения вышеуказанной проблемы с реализацией
продукционного потенциала растений. Для со-
здания светодиодных светильников, обеспечива-
ющих адекватные условия освещения растений,
необходимо дальнейшее исследование физиоло-
гических эффектов узкополосного освещения с
учетом энергетической и регуляторной роли раз-
личных спектральных составляющих освещения,
а также видоспецифичности реакций растений на
изменение спектрального состава света.

Как известно, чувствительным показателем
физиологического состояния растений, характе-
ризующим их потребности, особенно в отноше-
нии фотосинтетически активного потока фото-
нов, являются спектральные характеристики
прошедшего через листья света, его интенсивно-
сти и максимумов на соответствующих длинах
волн [12, 13]. Изучение оптических характеристик
растений может стать основой для выбора источ-
ников освещения с наиболее эффективным спек-
тром излучения для светокультуры. 

Спектральные методы исследования жизнеде-
ятельности растений широко распространены и
применяются. Спектрофотометрирование почв и
растительных покровов является одним из эф-
фективных методов изучения свойств и количе-

ственной оценки состояния сельскохозяйствен-
ных полей и посевов [14]. Существуют методы
оценки всхожести семян фотометрическим мето-
дом: например, в работе [15] вместо измерения
электропроводности раствора с выдержанными в
нем семенами определяли его оптическую плот-
ность при 360 нм. Одним из наиболее распростра-
ненных методов исследования работы пигмент-
ного аппарата и воздействия факторов внешней
среды на параметры фотосинтеза является анализ
параметров флуоресценции хлорофилла [16, 17].

В настоящее время активно разрабатываются
методы диагностики поглощения света листьями
[18, 19], создаются спектральные библиотеки [20].
Для одновременной регистрации в одном экспе-
рименте коэффициентов отражения, пропуска-
ния и поглощения излучения были предложены
методы на основе одной интегрирующей сферы,
двух и полусферы [13, 14]. По характеру диффуз-
ного отражения и светоотражающей анизотро-
пии возможно изучение структуры поверхности
листьев, величина светопропускания связана с
прозрачностью листьев, а по величине поглощен-
ной световой энергии можно судить об особенно-
стях усвоения излучения в зависимости от длины
волны.

Для анализа спектров поглощения света расте-
ниями in vivo необходимо обеспечить возмож-
ность экспрессных многодневных измерений
спектров отражения и пропускания света у живых
листьев, неоднородных по длине и ширине, на
одном растении или их популяции на протяже-
нии роста и развития без причинения вреда расте-
нию, что является технически сложной задачей –
должны быть реализованы следующие парамет-
ры: 1) одновременная регистрация в одном экс-
перименте отражения и пропускания излучения;
2) эффективный захват диффузно-отраженного
или проходящего света; 3) фиксация и позицио-
нирование тестируемого образца; 4) варьирова-
ние спектра и интенсивности излучения источ-
ника света в физиологически значимых для рас-
тений диапазонах.

Таким образом, цель данной работы заключа-
лась в разработке, апробации методики и экспе-
риментальной установки, позволяющей измерять
спектры поглощения листьев in vivo, и исследова-
нии влияния спектральных характеристик излу-
чения на поглощение света листовой поверхно-
стью растения, их рост, нетто-продуктивность и
качество формируемой растительной продукции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили в вегетационном
опыте в регулируемых условиях на базе биополи-
гона Агрофизического НИИ (Санкт-Петербург).
Объектом изучения служили растения салата
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(Lactūca sātiva L.) сорта Тайфун, так как парамет-
ры его листьев напрямую связаны с нетто-про-
дуктивностью и характеризуют выход продукции.
Растения выращивали методом тонкослойной
панопоники в автоматизированной вегетацион-
ной установке площадью 6 м2, при полностью ис-
кусственном освещении [21, 22]. В качестве ис-
точника минерального питания, подаваемого в
растильни, использовали раствор Кнопа [23].

В исследовании оценивали влияние световой
среды различного спектрального состава на по-
глощение света листьями салата и его нетто-про-
дуктивность. Установка для выращивания была
условна разделена светонепроницаемыми пере-
городками на пять световых зон, источниками
света в которых служили лампы ДНаТ-400 и све-
тодиодные светильники с различным спектраль-
ным составом излучения, обозначенные далее
следующим образом: 1) S – дуговая натриевая
трубчатая лампа, 2) Y – светодиодный аналог
ДНаТ-400 (ООО «О2 Световые системы» и Агро-
физический НИИ, Санкт-Петербург), излучаю-
щий желтый свет с максимумами излучения на
длинах волн 450, 500 и 595 нм и соотношением
интенсивностей этих пиков 1 : 3 : 13, 3) P – аналог
используемых на данный момент в тепличных
комплексах светодиодных светильников (ООО
«О2 Световые системы», Санкт-Петербург), из-
лучающий розовый свет и имеющий максимумы
излучения на длинах волн 450 и 665 нм с соотно-
шением интенсивностей 1 : 2, 4) W – светодиод-
ный светильник с промышленным белым светом
с соотношением максимумов 1 : 1 на длинах волн
450 и 600 нм, 5) B – промышленный светодиод-
ный светильник с белым светом и с соотношени-
ем максимумов 1 : 3 на длинах волн 450 и 600 нм.
Фактически Y отличается от светильников W и В
большей интенсивностью излучения в зеленой и
красной частях спектра, а светильник P имеет
смещенный максимум в красной области с 600 до
665 нм.

В табл. 1 приведены измеренные с помощью
интегрирующей сферы и ПЗС-спектрометра
CCS200 (Thorlabs, США) и усредненные по всей
поверхности выращивания спектры излучения
использованных светильников. На основе пред-
ложенного в работе [24] алгоритма и полученных
экспериментально спектров излучения рассчита-
на плотность фотосинтетически активной радиа-
ции во всем видимом диапазоне и в условно раз-
деленных на синюю (400–500 нм), зеленую (500–
600 нм) и красную (600–700 нм) части спектра.

Для освещения растений величину облучен-
ности от различных источников света установи-
ли равную 70–75 Вт/м2 фотосинтетически ак-
тивной радиации, продолжительность светового
периода – 14 ч в сутки. Поддерживали относи-
тельную влажность воздуха 65–70% иемперату-

ру воздуха в пределах 20–22°С днем и 18–20°С –
ночью.

Для получения спектров поглощения листьев
растений in vivo была разработана и собрана экс-
периментальная установка [25] (рис. 1). За основу
была взята система измерения оптических
свойств тканей с помощью двух интегрирующих
сфер [26] – исследуемый образец помещается
между сферами, одна из которых (ИС1) регистри-
рует отраженный свет, а другая (ИС2) – прошед-
ший. 

Интегрирующие сферы с внутренним диамет-
ром 50 мм сконструированы в СПбПУ и выпол-
нены на 3D-принтере из АБС-пластика. Окраска
внутренней поверхности сфер произведена в со-
ответствии с приложением Д ГОСТ Р 55702–2013,
оптические свойства оттестированы по сравне-
нию с эталонной поверхностью сферы EVER-
FINE (EVERFINE Corporation, Китай). Спек-
тральный коэффициент отражения краски в ви-
димом диапазоне составил 85 ± 5%. В качестве
источника излучения света в схеме использовали
специализированный светодиодный светильник
разработки российской инжиниринговой компа-
нии «О2 Световые системы» (Санкт-Петербург) с
регулируемыми каналами излучателей (светодио-
дов), рассчитанными под фотосинтетически ак-
тивный диапазон и позволяющий работать в фи-
зиологически важных для растения областях
спектра с максимумами в диапазонах длин волн
650–670 нм, 720–740 нм, 440–460 нм, 415–435 нм,
а также белый спектр с коррелированной цвето-
вой температурой 4500 К. Интенсивность излуче-
ния каждого канала управляется драйвером, что
позволяет формировать необходимый спектр и
световой поток при воздействии на объект иссле-
дования. Световой поток от светильника собира-
ется с помощью плоско-выпуклой линзы и через
коллиматор 74-UV (Ocean Optics, США) с расхо-
димостью пучка менее 2° заводится в интегриру-
ющую сферу ИС1, таким образом, освещается ис-
следуемая область образца диаметром 12 мм. Де-
тектором служит оптический оптоволоконный
ПЗС-спектрометр CCS200 (Thorlabs, США) с
диапазоном регистрации спектра 200–1000 нм и
шагом длины волны <2 нм, соединенный с инте-
грирующими сферами с помощью оптоволокна
BFL200HS02 (Thorlabs, США) диаметром 200 мкм.
Исследуемый образец помещается между двумя
сферами, одна из которых (ИС1) регистрирует от-
раженный от объекта свет, другая (ИС2) – про-
шедший сквозь него свет. Коэффициент погло-
щения листа А(λ) рассчитывается по формуле 

А(λ) = 1 – R(λ) – T(λ), (1)
где R(λ) – коэффициент отражения образца, рав-
ный отношению отраженного потока излучения
к потоку, упавшему на тело, T(λ) – коэффициент
пропускания образца, равный отношению пото-
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Таблица 1. Величина плотности фотосинтетически активной радиации и скорость усвоения листьями салата
света различного спектрального состава

Источник 
света

Спектральный 
состав 

излучения 
источников 

света 
в диапазоне 
400–700 нм

PPFD, мкмоль · м–2 · с–1 Поглощение 400–700 нм
21-й день → 31-й день

Спектры поглощения 
света в диапазоне 400–
700 нм  на 21-й и 31-й 

дни развития растений 

400–500 
нм

500–600 
нм

600–700 
нм

400–500 
нм, %

500–600 
нм, %

600–700 
нм, %

S,
лампа 
ДНаТ

341 ± 24 (+72 в ИК) 42 ± 5% → 57 ± 3%
143 → 194 мкмоль · м–2 · с–1

29 185 127 19 → 23 10 → 14 13 → 20

Y,
желтый 342 ± 24

41 ± 6% → 56 ± 9%
140 → 191 мкмоль · м–2 · с–1

23 156 163 19 → 22 9 → 14 13 → 20

P,
розовый

 
332 ± 23

39 ± 4% → 51 ± 11%
129 →1 70 мкмоль · м–2 · с–1

61 123 148 18 → 21 9 → 11 12 → 18

W,
белый 325 ± 23

58 ± 13% → 62 ± 8%
189 → 201 мкмоль · м–2 · с–1

69 150 106 23 → 24 14 → 16 20 → 21

B,
белый 334 ± 23

50 ± 1% → 62 ± 3%
167 → 207 мкмоль · м–2 · с–1

39 162 133 22 → 24 10 → 16 18 → 22

Примечание. PPFD – плотность фотосинтетически активной радиации (photosynthetic photon flux density).
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ка излучения, прошедшего через среду, к потоку
излучения, упавшему на ее поверхность.

Зоны отбора проб из среды роста салата схема-
тично показаны на рис. 2а, для каждого варианта
освещения и концентрации раствора взяты по
пять тестируемых объектов, выборка тестируе-

мых объектов произведена по всей зоне роста.
Спектры поглощения регистрировали для обла-
сти площадью 115 мм2 для центральной части ли-
ста на 21-й день развития (рис. 2б), для централь-
ной части и верхушки на 31-й день развития
(рис. 2в). 

Для оценки влияния параметров освещения на
поглощение света листьями салата мы предложи-
ли использовать первую оценочную версию вели-
чины, потенциально описывающей приращение
поглощения света на прирост биомассы и обозна-
ченный нами в дальнейшем как индекс светопо-
глощения I. За первоначальное поглощение при-
нято среднее значение между поглощением света
21-дневным листом салата, имеющего общую
площадь, сравнимую с окном интегрирующей
сферы, и центральной частью 31-дневного листа,
предположительно не отличающегося по своей
структуре от той же области более раннего перио-
да развития. Разница между поглощением «но-
вой» и «старой» частей листа ΔA нормируется на
значение накопленной за период между измере-
ниями биомассы Δm. Таким образом, на данном
этапе индекс светопоглощения определяет вели-
чину поглощения фотосинтетически активного
потока фотонов, необходимого для прироста 1 г
биомассы за исследуемый диапазон времени ро-
ста при заданных условиях освещения, и рассчи-
тывается по следующей формуле:

(2)

где I – индекс светопоглощения (мкмоль · м–2 · с–1),
A31U – интегральное поглощение света в диапазо-

31D 21D
31U

31 21

2 ,

A AA
AI
m m m

+−
Δ= =
Δ −

Рис. 1. Схема экспериментальной установки для из-
мерения спектров пропускания и отражения листьев
растений, включающей в себя: 1 – косинусный кор-
ректор, 2 – собирающую линзу, 3 – источник света,
4 – интегрирующую сферу ИС1, 5 – коллиматор, 6 –
шторку, 7 – оптоволокно, 8 – спектрометр, 9 – обра-
зец, 10 – интегрирующую сферу ИС2, 11 – штатив. 

Рис. 2. Зоны (1–5) отбора проб из среды роста салата (а); условная область измерения поглощения света на листовой
пластине салата – в центральной части листа на 21-й день развития (б) и в центральной части и верхушке листа на
31-й день развития (в). 
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не 400-700 нм верхушкой 31-дневного листа
(мкмоль · м–2 · с–1), A31D – интегральное погло-
щение света центральной частью 31-дневного ли-
ста (мкмоль · м–2 · с–1), A21D – интегральное по-
глощение света центральной частью 21-дневного
листа (мкмоль · м–2 · с–1), m31 – масса исследуе-
мого листа 31-дневного салата (г), m21 – масса ис-
следуемого листа 21-дневного салата (г). 

Реакция овощных культур на моделируемые
условия световой и корнеобитаемой среды оце-
нивалась по показателям роста, нетто-продук-
тивности и биохимическому составу получаемой
растительной продукции. На протяжении вегета-
ционных периодов также проводили фенологи-
ческие наблюдения. Уборку салата проводили на
31-е сутки от высева семян. При уборке учитыва-
ли массу растений, длину, ширину максимально-
го развитого листа, высоту растений, число ли-
стьев, определяли содержание нитратов и других
биохимических показателей.

Биохимический состав растительной продук-
ции, характеризующий ее качество и безопас-
ность, определяли в аккредитованной на техни-
ческую компетентность и независимость Испы-
тательной лаборатории Агрофизического НИИ
Россельхозакадемии (Санкт-Петербург) в соот-
ветствии с требованиями современных норма-

тивных документов и по общепринятым методи-
кам [27–29].

Дисперсионный и регрессионный анализы, а
также другая статистическая обработка обобщае-
мых данных выполнены с помощью программно-
го обеспечения MS Excel 2010 и Statistica 8. В тек-
сте и таблицах приведены средние арифметиче-
ские значения параметров и их доверительные
интервалы при 95%-м уровне вероятности по
t-критерию.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Результаты анализа данных по росту, разви-
тию, продуктивности растений салата и качеству
его растительной продукции свидетельствуют,
что в большинстве своем они имели достоверно
более высокие значения у растений, выращенных
под лампами ДНаТ по сравнению с таковыми под
светодиодными светильниками при одинаковых
облученности и условий микроклимата (табл. 2).
В связи с этим значения показателей роста, про-
дуктивности растений салата, качества его расти-
тельной продукции под лампами ДНаТ были
выбраны как референтные. Так, по показателям
роста, в частности, по высоте растения, сформи-
рованные под лампами ДНаТ, превышали в виде
выраженной тенденции или достоверно (на 13–

Таблица 2. Влияние источников света различного спектрального состава на рост и продуктивность растений
салата в регулируемых условиях биополигона Агрофизического НИИ

Источники 
света*

Высота растений Площадь листа Сухое вещество 
листьев

Сухое вещество 
корней

Масса надземной 
части

см % от 
контроля см2 % от 

контроля % % от 
контроля % % от 

контроля г/м2 % от 
контроля

S 20.6 ± 1.0 100 97.2 100 3.7 100 7.4 100 5990 100

Y 18.0 ± 0.7 87 70.7 73** 4.2 114 6.3 85** 3350 56**

P 17.1 ± 0.6 83** 74.3 76** 3.9 105 6.6 89 3090 52**

W 13.3 ± 0.4 65** 41.2 42** 4.8 130** 6.3 85** 1920 32**

B 12.9 ± 0.5 63** 30.6 32** 5.4 146** 6.7 91 2250 38**

Примечание. * – Источники света: S –лампы ДНаТ-400; Y – светодиодный аналог ДНаТ; P – аналог светодиодных
фитосветильников с максимумами излучения на длинах волн 450 и 665 нм; W – светодиодный светильник с промышленным
белым светом; B – светодиодный светильник с промышленным белым светом. ** – Значение достоверно отличается от
контрольного на 5%-м уровне значимости.
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37%) таковые под светодиодными светильника-
ми; по площади листьев – на 27–68%; по массе
надземной части на квадратном метре или про-
дуктивности – на 44–62%. Следует отметить, что
существенно более низкие значения оценивае-
мых показателей были у растений под промыш-
ленными светильниками белого света W и B. Рас-
тения под светодиодными светильниками с жел-
тым (Y) и розовым (P) светом имели несколько
лучшие значения показателей роста и продуктив-
ности, чем под светодиодными светильниками W
и В, но также значимо уступали таковым под лам-
пами ДНаТ. Судя по изменению процентного со-
держания сухого вещества, в корнях растений под
светодиодными источниками оно преимуще-
ственно несколько ниже, а в листьях – выше, чем
под лампами ДНаТ-400. С учетом более низких
показателей роста и продуктивности выявленные
закономерности позволяют предположить, что
растения в менее благоприятных условиях свето-
вой среды под тестируемыми светодиодными све-
тильниками пытаются адаптироваться к ним по-
средством синтеза и накопления в листьях раз-
личных соединений защитного плана, как это
отмечается в литературе для растений, выращива-
емых под источниками света с высокой интен-
сивностью излучения в сине-фиолетовой области
спектра [30].

Данные оценки биохимического состава рас-
тений свидетельствуют о более низком содержа-
нии витамина С, сахаров в листьях салата, выра-
щенного под светодиодными светильниками по
сравнению салатом, выращенным под лампами
ДНаТ-400 (табл. 3). При этом в листьях, за исклю-
чением варианта с промышленными светильни-
ками белого света, отмечается более высокое со-
держание нитратов, даже превышающее значе-
ния ПДК или близкое к ее граничным значениям
в остальных вариантах с светодиодными светиль-
никами. Следует отметить также несколько более
высокое содержание макроэлементов – общего
азота, фосфора, калия – в надземной части салата
при падении показателей роста и продуктивности
под светодиодными светильниками, по сравне-
нию с растениями под лампами ДНаТ-400.

Выявленные различия в показателях роста,
развития, продуктивности и в биохимическом со-
ставе растений салата, сформированных под лам-
пами ДНаТ-400 и под светодиодными светильни-
ками с различным спектральным составом, обу-
словлены особенностями его влияния на
процессы поглощения и усвоения света листьями
растений. В ходе вегетационного периода сала-
тов, освещаемых различным спектром излуче-
ния, на 21-й и 31-й дни развития, были сняты
спектры поглощения света центральной частью и
верхушкой листовой поверхности (табл. 1). Рас-

Таблица 3. Биохимический состав растительной продукции салата в зависимости от спектра облучения растений
под различными источниками света в регулируемых условиях биополигона Агрофизического НИИ

Содержание
Источники света*

S Y P W B

Витамин С, мг/100 г.н.в. 16.61 11.99** 12.65** 8.10** 11.09**

Сумма сахаров, % а.с.в. 19.31 13.61** 11.31** 12.89** 16.04

Нитраты, мг/кг н.в. 1560 2154** 1920** 3043** 1423

Азот, % а.с.в. 3.51 3.64 4.11** 4.28** 3.72

Фосфор, % а.с.в. 0.58 0.72** 0.76** 0.57 0.61

Калий, % а.с.в. 7.7 8.18 9.25** 11.20** 8.36

Кальций, % а.с.в. 2.29 1.95** 2.35 2.02 2.31

Магний, % а.с.в. 0.604 0.567 0.625 0.468** 0.587

Свинец, мг/кг а.с.в. <0.10 <0.10 <0.10 <0.10 <0.10

Кадмий, мг/кг а.с.в. <0.010 <0.010 <0.010 <0.010 <0.010

Примечание. * – Источники света: S –лампы ДНаТ-400; Y – светодиодный аналог ДНаТ; P – аналог светодиодных
фитосветильников с максимумами излучения на длинах волн 450 и 665 нм; W – светодиодный светильник с промышленным
белым светом; B – светодиодный светильник с промышленным белым светом. ** – Значение достоверно отличается от
контрольного на 5%-м уровне значимости.
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считано количество поглощенного листьями фо-
тосинтетически активного потока фотонов, рас-
тущее с увеличением возраста растения, спектр
поглощения условно разделен на синий (400–500
нм), зеленый (500–600 нм) и красный (600–700
нм) диапазоны, для которых также рассчитан
процент поглощенного светового потока на раз-
ных стадиях развития. 

Измеренные значения суммарного поглоще-
ния в диапазоне длин волн от 400 до 700 нм варьи-
руют от 42 до 62 %, причем наибольшая доля по-
глощения приходится на синюю область от 400 до
500 нм и составляет 18–24%, для красной (600–
700 нм) области характерны значения от 12 до
22% и в зеленой (500–600 нм) области листья об-
ладают наименьшим поглощением – 9–16%. При
освещении лампами ДНаТ, желтым и розовым
светом интегральное поглощение света листьями
схоже на 21-й и на 31-й день развития в централь-
ной части листьев, но увеличивается в области их
верхушки. Этот экспериментальный результат
коррелирует с представлением о нарастании био-
массы листа – на 31-й день «старая» часть листа
поглощает так же, как и раньше (на 21-й день), а
новая – верхушка поглощает больше энергии
квантов для ускорения развития. Однако такая
динамика не наблюдается при освещении белым
светом – значения поглощения практически для
всех случаев идентичны. Это объясняется замед-
ленным ростом и отставанием в развитии листьев
салата в этом варианте облучения. Также заметна
разница в соотношении поглощения по областям
спектра. На 31-й день верхушка листа почти срав-
нивает поглощение света в синей и красной обла-
стях – разница составляет <3%, при этом погло-
щение в зеленой части спектра остается пропор-

ционально соотношениям для центральной части
21-дневного и 31-дневного листьев.

Получено различие в форме спектральных
кривых для образцов, освещаемых ДНАТ (S),
желтым (Y), розовым (P) и двумя вариантами бе-
лого (W, B) источниками света. В области 470–
640 нм различия в интенсивностях достигают
15%, хотя при этом величины коэффициентов по-
глощения на основных максимумах длин волн
440 и 667 нм в большинстве случаев совпадают.
Также важно отметить разницу между спектрами
поглощения 21-дневных и 31-дневных растений:
в первом случае на спектрах видно наличие более
четко выраженных максимумов на длинах волн
480, 500, 590 и 620 нм.

Наибольшее различие между вариантами вы-
ражено в соотношении максимальных интенсив-
ностей поглощения, соответствующих максиму-
мам поглощения хлорофилла а (440 нм и 667 нм)
и хлорофилла b (460 нм и 620 нм). В качестве ха-
рактеристики, определяющей форму полученных
спектральных кривых, мы использовали отноше-
ние максимумов коэффициентов поглощения:
A440/А667 и A460/А620, соответствующие длинам
волн 440 нм к 667 нм и 460 нм к 620 нм (рис. 3). 

Соотношение поглощения света с длинами
волн 440 и 667 нм A440/А667, потенциально свя-
занных с количеством хлорофилла а, с увеличе-
нием периода развития растения уменьшается и
на 31-й день для всех вариантов отношение этих
максимумов становится равным единице. Преоб-
ладающее на более ранних этапах роста поглоще-
ние света синей части спектра для вариантов cо
светильниками S, Y, P выравнивается с поглоще-
нием красного диапазона в конце вегетационного

Рис. 3. Отношения коэффициентов максимального поглощения, соответствующих разным длинам волн – A440/А667
(а) и A460/А620 (б) для листовой поверхности 21-дневного (темные столбики) и верхушки листа 31-дневного салата
(светлые столбики), освещаемого лампой ДНаТ S и светодиодными светильниками с различными спектрами
освещения Y, P, W и B.
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КУЛЕШОВА и др.

периода. Различия в соотношении A460/А620, по-
тенциально характеризующих содержание хлоро-
филла b, менее выражено для всех вариантов, од-
нако заметна тенденция к увеличению его значе-
ния с ростом растения для источников света S, Y,
P и уменьшение для светильников W, B.

Для того чтобы охарактеризовать, каким обра-
зом меняется поглощение с ростом растения, на-
ми был введен индекс светопоглощения (форму-
ла (2)), рассчитанные значения которого для те-
стируемых вариантов приведены на рис. 4.
Интересно отметить совпадение значений индек-
са при освещении салата натриевой лампой и ее
светодиодным аналогом. Данные условия были
наиболее эффективными и привели к быстрому
приросту биомассы и лучшему развитию расте-
ния. Из этого можно сделать вывод, что с приро-
стом биомассы листа салата на 1 г в течение 10 су-
ток оптимальным является увеличение количе-
ства поглощенной энергии фотонов на
~140 мкмоль · м–2 · с–1.

ОБСУЖДЕНИЕ

Для понимания механизма поглощения фото-
нов листьями растений и выявления роли длины
волны световой энергии был проведен экспери-
мент, который заключался в облучении растений
салата светом с различным спектральным соста-
вом и регистрации поглощенного светового пото-
ка. В ходе исследования была выявлено влияние

спектров освещения на спектры поглощения ли-
стьев растений в процессе их развития, что позво-
ляет предложить использовать анализ спектра по-
глощения листа растения как один из вариантов
фитомониторинга. Разработанный и использо-
ванный в работе метод спектрометрического ана-
лиза с помощью системы из двух интегрирующих
сфер хорошо применим и достаточно удобен для
измерения спектров поглощенной энергии ли-
стьями салата в ходе их жизнедеятельности и дает
возможность получать информацию о поглоще-
нии излучения от источника освещения и связан-
ных с этим фотосинтетических реакциях.

Взятый в качестве референтного спектр осве-
щения дуговой натриевой трубчатой лампы дей-
ствительно показал лучшие результаты по пока-
зателям нетто-продуктивности салата и поглоще-
нию света листьями растений. В связи с тем, что
для описания эффективности поглощения света
листьями на определенной длине волны нет об-
щепринятой количественной характеристики,
мы использовали значения, полученные для об-
разцов, освещаемых лампами ДНаТ, как кон-
трольные. Самые приближенные к ним результа-
ты наблюдали при использовании светодиодных
светильников Y, разработанных ООО «О2 Свето-
вые системы» совместно с Агрофизическим НИИ
и ориентированных по своим спектральным
свойствам на лампы ДНаТ. 

Данные по показателям роста, продуктивно-
сти и биохимическому составу салата позволили
сделать следующие заключения о влиянии свето-
вой среды на растения. Максимальные высота,
площадь листьев, продуктивность растений, а
также более высокие качественные характери-
стики растительной продукции были зафиксиро-
ваны при освещении растений лампами ДНаТ
при одинаковых облученности растений и усло-
вий микроклимата. Под светодиодными светиль-
никами Y и P высота растений была снижена на
20%, а под светильниками W и B – отличалась по-
чти на 40%. Более сильные отличия заметны в
размере площади листьев, где разница между па-
раметрами растений, освещаемых светильника-
ми S и светодиодными источниками W и B, до-
стигает почти 70%. Это говорит о замедленном
развитии салата при его облучении белым светом,
излучаемым промышленными светильниками W
и B. В результате такое снижение показателей ро-
ста и развития растений салата под влиянием те-
стируемых светодиодных источников света зако-
номерно приводит к снижению значений продук-
тивности на 44–62%. При этом растения под
светодиодными светильниками с желтым (Y) и
розовым (P) светом имели несколько лучшие зна-
чения показателей роста и продуктивности, чем
под светодиодными светильниками W и В, но
значимо уступали таковым под лампами ДНаТ.
Более низкое содержание сухого вещества в кор-

Рис. 4. Индекс светопоглощения – приращение по-
глощения света на прирост биомассы для салата,
освещаемого источниками света с различным спек-
тральным составом: S – лампами ДНаТ-400, Y – све-
тодиодным аналогом ДНаТ, P – аналогом используе-
мых в тепличных комплексах светодиодных светиль-
ников, W – светодиодным светильником с белым
светом и соотношением максимумов 1:1, B – светоди-
одным светильником с белым светом и с соотноше-
нием максимумов 1 : 3.
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нях и более высокое его накопление в листьях
растений, сформированных под тестируемыми
светодиодными источниками света Y, P, W и B,
при существенно более низкой массе надземной
части салата, предположительно свидетельствует
об образовании и накоплении в них веществ за-
щитной природы. Образование этих веществ свя-
зано с расходованием энергии и ресурсов и отри-
цательным образом отражается на продуктивно-
сти и качестве урожая растительной продукции.
Косвенным подтверждением этого факта являет-
ся увеличенное поглощение листьев в области
470–640 нм для растений, освещаемых белым
светом. Возможно, это связано с повышенным
содержанием пигментов, выполняющих защит-
ные функции и синтезирующихся в стрессовых
условиях – каротиноидов с максимумом погло-
щения в районе 480 нм и антоцианов, поглощаю-
щих в области 500–520 нм.

О неоптимальности спектрального состава те-
стируемых светодиодных светильников по срав-
нению с лампами ДНаТ свидетельствуют и дан-
ные оценки биохимического состава растений, а
именно: отмечается снижение содержания вита-
мина С и содержания сахаров в листьях салата
(табл. 3). При этом в них, за исключением вари-
анта с промышленными светильниками белого
света, отмечается более высокое содержание нит-
ратов, даже превышающее значения ПДК или
близкое к ее граничным значениям в остальных
вариантах с светодиодными светильниками. Не-
сколько более высокое содержание макроэлемен-
тов – общего азота, фосфора, калия – в надзем-
ной части салата при падении показателей роста и
продуктивности под светодиодными светильни-
ками, по сравнению с таковым под лампами
ДНаТ-400, позволяет предположить более низ-
кую интенсивность физиологических процессов
фотосинтеза, роста и развития, где данные соеди-
нения используются и трансформируются, а так-
же о расходовании пластичных веществ растений
салата в процессах его адаптации к неблагоприят-
ным световым условиям среды обитания.

Данные по поглощению света листьями салата
в зависимости от спектра их освещения (табл. 1)
можно охарактеризовать следующим образом.
Поглощение в синей (400–500 нм), зеленой (500–
600 нм) и красной (600–700 нм) областях спектра
варьирует в пределах 40–49%, 19–25%, 30–39% от
интегрального соответственно на 21-й день раз-
вития и 37–42%, 22–28%, 35–36% – на 31-й день.
Хотя излучение от источников света во всех вари-
антах в синем диапазоне (400–500 нм) меньше,
чем в зеленом и красном, поглощение фотонов
энергией 2,5–3,1 эВ листьями выше других и до-
стигает почти половины от суммарного. Для
21-дневного салата отмечено большее поглоще-
ние излучения в красной части спектра (на 6–8%)
при освещении обоими вариантами белого света.

Через 10 дней разница в поглощении в области
600–700 нм для всех вариантов не превышает 4%.
В большинстве случаев действие этого диапазона
связывают с морфологическими изменениями и
стимуляцией роста растений, однако в проведен-
ных нами экспериментах отмечено отставание в
развитии для образцов, потреблявших большее
количество «красных» фотонов на ранних этапах.
В диапазоне 500–600 нм для верхушки 31-дневно-
го листа салата характерно большее поглощение
света в вариантах освещения светодиодными све-
тильниками W и B. Известно, что зеленый свет
необходим оптически более плотным листьям,
так как обладает высокой проникающей способ-
ностью. Благодаря этому излучение данного диа-
пазона достигает нижних ярусов и восполняет на-
ходящимся там листьям недостающую для проте-
кания фотосинтеза энергию. Также в образцах
салата, облучаемых светодиодными светильника-
ми W и B с белым светом, содержание сухого ве-
щества больше, чем в других образцах, что гово-
рит о более плотной структуре листа. Максималь-
ная доля поглощения в области 400–500 нм
свойственна для растений, освещаемых белым
светом и показавших наименьшее показатели по
продуктивности. На первый взгляд, данный эф-
фект повышенного поглощения в синем диапазо-
не спектра напрямую не коррелирует с более ин-
тенсивным излучением источника света в обла-
сти 400–500 нм. Большее поглощение листьями
растений в этой части спектра, с одной стороны,
может быть связано с протеканием гравиотропи-
ческих реакций, а с другой – с работой фотосин-
тетического аппарата. Высота салата, выращен-
ного под лампой S, светильниками Y и P достига-
ет 20 см, тогда как для образцов, освещаемых
светильниками W и B и поглощающих меньшее
количество света в диапазоне 400–500 нм от инте-
грального, высота составляет 10–13 см.

Рассмотрим классическое представление ор-
ганизации светособирающего комплекса пиг-
ментов как антенны, представив упрощенную
модель антенного комплекса и условно разделив
входящие в нее пигменты на поглощающие в си-
ней (400–500 нм), зеленой (500–600 нм) и крас-
ной (600–700 нм) областях спектра (рис. 5). Для
возбуждения реакционных центров P680 и P700,
осуществляющих превращение энергии света в
химическую, необходимо поглощение фотонов с
энергиями 1.82 и 1.77 эВ. При поглощении свето-
собирающими пигментами квантов больших
энергий (например, в синем диапазоне 2.48–
3.09 эВ) электроны переходят на орбитали с более
высоким энергетическим уровнем, и перенос
энергии на нижние уровни (первый синглентный
уровень реакционного центра и переход в основ-
ное состояние) возможен только с потерей энер-
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гией – выделением в виде света или тепла. Пере-
нос энергии от одной молекулы пигмента к дру-
гой или к реакционному центру осуществляется с
большой скоростью (~10–10–10–12 с), но только
между близлежащими молекулами. Несомненно,
такая организация значительно увеличивает эф-
фективность усвоения света за счет обеспечения
пигмент-белковыми комплексами захвата фото-
нов разных длин волн и транспорта энергии воз-
буждения в реакционные центры. Однако, во-
первых, «лишняя» энергия, испускаемая в виде
флуоресценции или теплоты, не используется на
фотосинтез. Во-вторых, в сооответствии с полу-
ченными экспериментальными данными, при
избыточном интегральном поглощении (167 и
188 мкмоль · м–2 · с–1 для вариантов со светильни-
ками W и B) наблюдается замедленное развитие,
что, возможно, связано с тем, что пигменты, воз-
бужденные коротковолновым светом не успева-
ют передавать энергию на пигменты, которые
также перешли в возбужденное состояние, но при
поглощении фотонов с большей длиной волны.
Возникает конкуренция за перенос энергии на
фотоактивный пигмент. 

Рассчитанный коэффициент А440/А667, опре-
деляющий «сглаженность» спектра поглощения –
чем он ближе к единице, тем меньше разность
между доминирующими максимумами, подтвер-
ждает, что преобладание поглощения в синей об-
ласти приводит к более развитой миграции энер-
гии по фотосинтетической пигментной матрице.
Так как с увеличением этого коэффициента рас-
тет продуктивность растений, можно предполо-

жить, что поглощение одинакового количество
квантов разных энергий ведет к стимуляции и
развитию пигментного аппарата, что в свою оче-
редь повышает фотосинтез и скорость развития
растений. 

Важно отметить, что непотраченная на фото-
синтез энергия используется растениями на осу-
ществление других процессов. Об этом свиде-
тельствует различие в поглощении светочувстви-
тельными пигментами в растворе от поглощения
листьями in vivo, наиболее заметное в зеленой об-
ласти спектра.

На основании проведенных комплексных ис-
следований установлено наибольшее положи-
тельное влияние ламп ДНаТ на рост, продуктив-
ность и качество растений салата сорта Тайфун
при выращивании его в регулируемых условиях
интенсивной светокультуры, что связано с более
эффективным поглощением и усвоением света
листьями растений по сравнению с наблюдаемым
под тестируемыми светодиодными источниками
света с различным спектральным составом. Сре-
ди последних наиболее близкое к референтному
влияние на растение отмечается под светодиод-
ными светильниками – аналогами ДНаТ, наи-
меньшее – под светильниками с белым светом W
и В. Светодиодные светильники по степени поло-
жительного влияния на растения их спектрально-
го состава света расположились в ряду: аналог
ДНаТ ≥ аналог тепличных светильников с макси-
мумами излучения на длинах волн 450 и 665 нм >
белый светодиодный светильник с соотношени-
ем максимумов излучения на длинах волн 450 нм
к 600 нм 1 : 3 > белый светодиодный светильник с
соотношением максимумов излучения на длинах
волн 450 нм к 600 нм 1 : 1.

С приростом биомассы листа салата на 1 г в те-
чение 10 суток оптимальным является увеличе-
ние количества поглощенной энергии фотонов
на ~140 мкмоль · м–2 · с–1. Такой вывод был сде-
лан исходя из того, что это значение характерно
для референтного варианта, взятого за эталон и
показавшего наилучшие результаты практически
по всем показателям. Такое же значение прира-
щения поглощения было получено для варианта
освещения светодиодным светильником Y, ори-
ентированным по спектральным характеристи-
кам в области фотосинтетически активной ради-
ации на ДНаТ. Необходимо отметить, что значе-
ние индекса светопоглощения ниже 70 мкмоль ·
· м–2 · с–1 соответствует образцам с минимальны-
ми результатами по продуктивности и ростовым
характеристикам.

Рис. 5. Схема передвижения и превращения энергии
по антенному комплексу от светособирающих пиг-
ментов к реакционному центру с переходами между
возбужденными состояниями пигментов после по-
глощения синего, зеленого и красного света.
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Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что спектр освещения, излуча-
ющий ~25 мкмоль · м–2 · с–1 в диапазоне 400–
500 нм, ~150 мкмоль · м–2 · с–1 в диапазоне 500–
600 нм, ~150 мкмоль · м–2 · с–1 в диапазоне 600–
700 нм приводит к высокой продуктивности сала-
та. Схожесть спектральных характеристик осве-
щения в области фотосинтетически активной ра-
диации ламп ДНаТ и светодиодных светильников
Y, излучающих желтый свет, и практически оди-
наковой доли фотосинтетиечски активных фото-
нов в синей, зеленой и красной областях спектра
привела к одинаковому приращению поглоще-
ния света (~140 мкмоль · м–2 · с–1) в процессе раз-
вития растений. Однако значительное отличие в
продуктивности салата (~50%), а также росте,
развитии и биохимическом составе свидетель-
ствует о лучшем влиянии ламп ДНаТ на свойства
растительной культуры. Возможно, это связано с
наличием излучения в ИК-диапазоне, исследова-
ние влияния которого является предметом изуче-
ния в дальнейших экспериментах. 
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The Influence of Spectral Properties of Lighting Environments on Light Absorption 
by Lettuce Leaves and Net Photosynthesis of Lettuce

 T.E. Kuleshova*, I.N. Chernousov**, O.R. Udalova**, L.M. Anikina**, Yu.V. Khomyakov**,
A.V. Aleksandrov**, I.S. Seredin***, S.V. Feofanov***, S.A. Shcheglov****,

N.R. Gall*, and G.G. Panova**

*Ioffe Physical-Technical Institute, Polytekhnicheskaya ul. 26, St. Petersburg, 194021 Russia

**Agrophysical Research Institute, Grazhdanskiy prosp. 14, St. Petersburg, 195220 Russia

***LLC “O2 Lighting Systems”, ul. Novoroshchinskaya 4, St. Petersburg, 196084 Russia

****Saint Petersburg National Research University of Information Technologies, Mechanics and Optics,
Kronverkskiy prosp. 49, St. Petersburg, 197101 Russia

In the current study, we investigated the effect of light with different spectral composition on lettuce leaf light
absorption and found optimal light conditions to enhance the yield and quality of plant species grown under ar-
tificial light. “Typhoon” lettuce exposed to five different light intensities was grown by the method of small-vol-
ume panoponics in an automated greenhouse. The method developed by researchers of this study was employed
to estimate in vivo light absorption in lettuce leaves. The use of this method does not cause an injury to the plant.
Based on data obtained, we conclude that spectral properties of lighting environments can influence leaf optical
traits reflecting the physiological status of plants. When the plant productivity was maximum, the biomass of let-
tuce increased by 1 g for 10 days with the percentage photon of light absorbed up to ~140 μmol · m–2 · s–1, the
plant had worse growth characteristics under light intensity of below 70 μmol · m–2 · s–1. Because light spectral
characteristics of high-pressure sodium arc lamp and LED producing yellow light were similar in the range of
photosynthetic active radiation and photosynthetic active photon flux density was almost equal in the blue,
green, and red spectral regions, plants had similar light absorption during the growth cycle. At the same time,
there is significant increase in yield of lettuce (~50%), as well as better plant growth, development and biochem-
ical composition under HPS lamps. Differences observed under different artificial light showed that HPS lamp
produced a light spectrum which was more suitable for photosynthesis. The data obtained indicate that the light-
ing spectrum emitting ~25 μmol · m– 2 · s–1 in the range of 400–500 nm, ~150 μmol · m–2 · s–1 in 500–600 nm,
~150 μmol · m–2 · s–1 at 600–700 nm leads to high lettuce productivity.

Keywords:  intensive photoculture, lighting spectra, LED, leaf optical properties, light absorption, net photosyn-
thesis
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Фенология сои сильно зависит от температуры и продолжительности светового дня и четко
указывает на изменения климата. Авторами разработана модель, которая включает в себя три
искусственные нейронные сети для прогнозирования временных интервалов между посевом,
всходами, цветением и созреванием в зависимости климатических факторов, а также ансамбли
регрессионных моделей для прогнозирования урожайности, содержания белка и масла в семенах.
Проанализированы данные по созреванию скороспелых образцов сои, фенотипированных на двух
опытных станциях ВИР имени Н.И. Вавилова в Северо-Кавказском и Северо-Западном регионах
России. Модель реализована на языке Python с использованием библиотек Keras и TensorFlow. 

Ключевые слова:  климатические фактоpы, cоя, искусственные нейронные сети.
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Благодаря комплексу ценных свойств расте-
ний и зерна, соя (Glycine max (L.) Merr.) является
одной из главнейших белково-масличных куль-
тур в мире. Высокое содержание белка (40–45%)
и масла (20–25%) в семенах сои обеспечивает по-
стоянный рост значения этой культуры в миро-
вой экономике. Соя – растение короткого дня
теплообеспеченных регионов умеренных широт,
однако ее биологический потенциал позволяет
выращивать сорта в широком диапазоне клима-
тических условий. В условиях глобальных и реги-
ональных климатических трендов научной осно-
вой для изучения механизмов адаптации расте-
ний к изменению условий обитания является
математическое моделирование и прогнозирова-
ние [1–3]. Индикатором климатических измене-
ний и степени пригодности сортов к складываю-
щимся климатическим условиям является фено-
логия растения [4].

Математические модели хозяйственно ценных
показателей, таких как, например, длина перио-
дов «посев–всходы», «всходы–цветение», «цвете-
ние–созревание», могут строиться различными
методами. Часто используются регрессионные
модели с различными наборами факторов [5].

Распространенным подходом является расчет
суммы накопленных «единиц тепла» в сутки.
Продолжительность периода между фазами раз-
вития определяется нахождением суммы вкладов
всех дней до достижения заданной величины, не-
обходимой для завершения фазы. Вклад за день
часто принимается равным произведению функ-
ций длины дня и средней суточной температуры
воздуха [6–9]. Динамические и имитационные
модели [10] позволяют исследовать развитие рас-
тения.

Искусственные нейронные сети являются од-
ним из широко применяемых методов машинно-
го анализа, который используется в различных
областях, в том числе для описания хозяйствен-
но-ценных признаков растений [11–13]. Искус-
ственные нейронные сети основываются на кон-
цепции слоев искусственных нейронов. Исход-
ные данные подаются в нейронную сеть на
входной слой, с которого поступают на произ-
вольное число промежуточных слоев, а результат
считывается с выходного слоя. Такие параметры,
как размерность и количество скрытых слоев,
должны быть заданы с учетом объема имеющихся
экспериментальных данных. Модели на основе
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нейронных сетей используются и для исследова-
ния фенологических показателей [14].

ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ДАННЫЕ

Сбор фенотипических данных, показателей 
продуктивности и качества семян проводили в 
ФИЦ «Всероссийский институт генетических ре-
сурсов растений им. Н.И. Вавилова» (ВИР) в двух 
географических районах – в Санкт-Петербурге 
(г. Пушкин) и Краснодарском крае (на Кубан-
ской опытной станции) в 2004–2006 гг. В изуче-
ние были включены скороспелые сорта, способ-
ные вызревать в условиях Краснодарского края и 
формировать выполненные семена в условиях 
Северо-Западного региона. В Пушкине проведе-
но два посева – основной и ранний, 25 и 11 мая 
соответственно, на Кубани посев проводили с 
7 по 13 мая. В 2004 г. в Пушкинском филиале сум-
ма активных температур (выше +10°С) за вегета-
цию в зависимости от сроков посева составляла 
от 1718,9 до 1721,5°С; сумма осадков за вегетацию 
составила от 181,1 до 182,3 мм. В 2005 г. сумма ак-
тивных температур составляла от 1768,3 до 
1924,5°С, сумма осадков за вегетацию – от 82,8 до 
90,6 мм. В 2006 г. сумма активных температур со-
ставляла от 1789,2 до 1930,8°С, сумма осадков за 
вег етац ию –  от 58,2 до  84,7 мм. На Кубанско й 
опытной станции (КОС ВИР) в 2004 г. сумма ак-
тивных температур за вегетацию была выше и со-
ставляла 2020°С при сумме осадков 339,7 мм; в 
2005 г. сумма активных температур составляла 
2247°С, сумма осадков – 107 мм. Продолжитель-
ность светового дня составляла от 16 ч (в мае) до 
18 ч (в июне) в Пушкине и от 14 ч (в мае) до 15 ч (в 
июне) на КОС ВИР.

Полевые исследования проводили общепри-
нятыми методами в соответствии с «Методиче-
скими указаниями по изучению коллекции зер-
новых бобовых культур» [15] и «Международным
классификатором СЭВ рода Glycine Willd» [16]. У

изучаемых образцов за годы исследований и по
вариантам опыта содержание белка и масла в се-
менах заметно варьировало. В условиях Северо-
Запада содержание белка колебалось от 27,4 до
49,7%, а масла – от 13,8 до 20,9%. В Краснодар-
ском крае содержание белка составляло от 32,8 до
46,1%, а масла – от 16,4 до 24,4%.

ГРУППИРОВКА ДАННЫХ
Исходные данные содержат информацию о

сортах, которые были созданы в нескольких гео-
графических областях. Образцы были объедине-
ны в группы по областям селекции (см. табл. 1)
для сравнения результатов моделирования.

По происхождению образцы могут быть разде-
лены на созданные в Европе (Sito, Major), в Кана-
де (Maple Ridge, KG-20), в сибирских селекцион-
ных центрах (СибНИИСХ 6, Степная 90, Сиб-
НИИК 15/83, Алтом, Степная 85), в Швеции
(Fiskeby 840-2-7, Fiskeby 840-7-3, Fiskeby V, Fiske-
by 1040-4-2, Bravalla), в селекционных центрах
средней полосы РФ (Соер 13-91, Мадева, Вос-
ход*1191/79, Белор, Магева, УСХИ 6, Соер 4, Ок-
ская, Светлая), а также экспериментальные об-
разцы, созданные в ВИРе в Ленинградской обла-
сти (ПЭП 26, ПЭП 27, ПЭП 28, ПЭП 2, ПЭП 17,
ПЭП 18).

МОДЕЛЬ ДЛИНЫ ПЕРИОДОВ НА ОСНОВЕ 
НЕЙРОННЫХ СЕТЕЙ

В работах [14, 17] была предложена модель на
основе нейронной сети, которая состоит из четы-
рех входных нейронов, двадцати нейронов в
единственном скрытом слое и единственного вы-
ходного нейрона. В данной работе сеть была мо-
дернизирована для включения информации о
принадлежности образца одной из групп Gk,
k = 1, ... 6. Для каждого образца Gk = 1, если обра-
зец принадлежит к группе k, в иных случаях
Gk = 0. Схема сети показана на рис. 1. Показаны

Таблица 1. Группировка сортов по областям селекции

Группа Сорта

ЕС Sito, Major

Канада Maple Ridge, KG-20

Север ПЭП 26, ПЭП 27, ПЭП 28, ПЭП 2, ПЭП 17, ПЭП 18

Сибирь  СибНИИСХ 6, Степная 90, СибНИИК 15/83, Алтом, Степная 85

Швеция Fiskeby 840-2-7, Fiskeby 840-7-3, Fiskeby V, Fiskeby 1040-4-2, Bravalla

Центр Соер 13-91, Мадева, Восход*1191/79, Белор, Магева, УСХИ 6, Соер 4, Окская, Светлая
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связи только первого нейрона входного слоя с
нейронами скрытого слоя, чтобы не загромож-
дать рисунок. Все нейроны входного слоя связа-
ны с каждым нейроном скрытого слоя.

На входы сети I1, I2, I3, I4, I5 подаются резуль-
таты применения специально подобранных
функций, которые обобщают влияние ежеднев-
ных показателей максимальной и минимальной
температуры, осадков, солнечной радиации и
длины светового дня на состояние растения. Чис-
ло входных функций по сравнению с предыдущи-
ми моделями было увеличено до пяти.

Входные данные Ii вычисляются по формуле (1)
для каждого дня D суммированием по всем
предыдущим дням j неотрицательных значений
функций fi от gj – вектора ежедневных погодных
данных и параметров:

(1)

gj = {Tx,j, Tm,j, Pj, Rj, Lj, Tx,c, Tm,c, Pc, Rc, Lc}, (2)

где H – функция Хевисайда (равна единице для
неотрицательных аргументов, иначе 0); Tm,c,
Tx,c – нижняя и верхняя температурные границы
роста; Lc – базовая длина светового дня; Tm,j, Tx,j,
Lj – минимальная температура, максимальная
температура и длина светового дня за день j; Pc,
Pj – базовое и ежедневное количество осадков;
Rc, Rj – базовая и ежедневная солнечная радиа-
ция. Конкретные значения параметров в векторе
gj и вид функций fj должны быть выяснены в ходе

1
( ( )) ( ),

D
i i j i jj

I H f g f g
=

= ∑

обучения сети для достижения наилучших ре-
зультатов.

МОДЕЛЬ УРОЖАЙНОСТИ, СОДЕРЖАНИЯ 
БЕЛКА И МАСЛА В СЕМЕНАХ

Модели прогнозирования урожайности, со-
держания белка и масла в семенах строили с по-
мощью программы autoML [18] на языке Python 3
по признакам: «Группа», «Длина периода «по-
сев–всходы»», «Длина периода «всходы–цвете-
ние»», «Длина периода «цветение–созревание»»,
«Температура «посев–всходы»», «Осадки «по-
сев–всходы»», «Температура «всходы–цвете-
ние»», «Осадки «всходы–цветение»», «Темпера-
тура «всходы–созревание»», «Осадки «всходы–
созревание»». AutoML использует автоматиче-
ское машинное обучение на основе байесовской
оптимизации для построения ансамбля регресси-
онных моделей. Такой подход позволяет снизить
риск переобучения [18].

ПРОГНОЗЫ ИЗМЕНЕНИЯ КЛИМАТА
Моделирование погоды на каждый день на Ку-

бани с 2019 до 2030 года было проведено с помо-
щью генератора погоды – программы МаркСим
[19–23]. Были учтены социоэкономические сце-
нарии развития, которые описываются четырьмя
характерными профилями концентрации угле-
кислого газа (Representative Concentration Path-
ways, RCPs), принятые IPCC (Intergovernmental
Panel on Climate Change – Межправительствен-
ная группа экспертов по изменению климата) для

Рис. 1. Нейронная сеть модели длины периодов «посев–всходы», «всходы–цветение» и «цветение–созревание».
На входы сети I1–I5 подаются результаты применения специально подобранных функций климатических факторов,
G1–G6 получают информацию о принадлежности к группе. Показаны связи только первого нейрона входного слоя с
нейронами скрытого слоя, чтобы не загромождать рисунок. Все нейроны входного слоя связаны с каждым нейроном
скрытого слоя.
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пятого оценочного отчета (Assessment Report,
AR5) в 2014 г. Профили соответствуют широкому
кругу возможных изменений будущих антропо-
генных выбросов парниковых газов и называются
rcp26, rcp45, rcp60 и rcp85 в соответствии с воз-
можными значениями нарушения радиационно-
го баланса Земли в 2100 г. относительно преинду-
стриальной эры (+2.6, +4.5, +6.0 и +8.5 Вт/м2 со-
ответственно) [24].

РЕЗУЛЬТАТЫ АДАПТАЦИИ МОДЕЛЕЙ
С помощью программы autoML [18] построе-

ны модели урожайности, содержания белка и
масла в семенах сои по признакам: «Группа»,
«Длина периода «посев–всходы»», «Длина перио-
да «всходы–цветение»», «Длина периода «цвете-
ние–созревание»», «Температура «посев–всхо-
ды»», «Осадки «посев–всходы»», «Температура
«всходы–цветение»», «Осадки «всходы–цвете-
ние»», «Температура «всходы–созревание»»,
«Осадки «всходы–созревание»». Набор данных
включал 194 записи. В программе autoML были
использованы параметры по умолчанию.

На рис. 2 показано сравнение данных о содер-
жании масла и белка в семенах и урожайности и
решений модели. Видно, что модель достаточно
точно описывает экспериментальные данные.
Коэффициент корреляции Пирсона на уровне
значимости <0.01 составил для масла 0.88, для
белка – 0.72, для урожайности – 0.75.

С использованием бутстрап-подхода в про-
грамме sklearn [25] были оценены относительные
доли влияния признаков на модели (см. табл. 2).
Урожайность и содержание белка в семенах в зна-
чительной степени зависели от генотипа, содер-
жание масла – от тепловлагообеспеченности ве-
гетации.

Модели для длин периодов «посев–всходы»,
«всходы–цветение» и «цветение–созревание»
были запрограммированы на языке Python с ис-
пользованием Keras [26] и TensorFlow [26] в каче-
стве вычислителя. Данные о ежедневных макси-
мальных и минимальных температурах, осадках и
длине дня были взяты в открытом доступе в сети
Интернет (https://rp5.ru). Аналитический вид
функций fi, а также значение констант Tm,c, Tx,c,
Lc, Pc, Rc были получены путем минимизации от-
клонения решения модели от данных с использо-
ванием методов разностной эволюции [28, 29] и
грамматической эволюции [17, 30].

Точность моделей оценивали с помощью ко-
эффициента корреляции Пирсона между экспе-
риментальными данными и решением модели.
Модели с наилучшей точностью были отобраны

Рис. 2. Сравнение данных и решения модели для
содержания масла (а), белка (б) и урожайности (в).
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Таблица 2. Относительные доли влияния признаков в модели урожайности, содержания белка и масла в семенах
сои 

Признак Модель содержания 
масла

Модель содержания 
белка

Модель 
урожайности

Группа 0.096 0.300 0.274

Длина периода «посев–всходы» 0.077 0.072 0.130

Длина периода «всходы–цветение» 0.044 0.072 0.096

Длина периода «цветение– созревание» 0.059 0.088 0.131

Температура периода «посев–всходы» 0.024 0.079 0.054

Осадки периода «посев–всходы» 0.088 0.091 0.037

Температура периода «всходы–
цветение» 0.044 0.077 0.074

Осадки периода «всходы–цветение» 0.044 0.043 0.054

Температура периода «всходы– 
созревание» 0.200 0.089 0.090

 Осадки периода «всходы–созревание» 0.324 0.089 0.059

Примечание. Значения округлены до трех знаков после запятой по правилам округления.

Таблица 3. Характеристика моделей периодов на основе нейронных сетей и 

Имя Период «посев–всходы» Период «всходы–цветение» Период «цветение–
созревание»

f1 Pj – Pc Rj – Rc – Tx,j – Tx,c + 1/Tm,j Rc

f2 (Tx,j – Tx,c) – (Tx,j – Tx,c)/Lj 1/(Tx,j– Tx,c)/(1/(Rj – Rc)) 1/(Tx,j – Tx,c) 

f3 Tm,j 1/(Lj – Lc) + (Tm,j– Tm,c) + 1/Pj 1/(Pj – Pc) – (Pj – Pc) + (Lj – Lc)

f4 (Tx,j – Tx,c)(Tm,j – Tm,c) 1/(Tm,j – Tm,c) (Tx,j – Tx,c) + 1/(Tx,j– Tm,c)

f5 Tx,j – 1/(Tx,j – Tx,c) 1 Tm,j – Tx,c

Tm,c 6.683 10.174 10.975

Tx,c 26.136 29.868 23.805

Lc – 15.493 15.544

Pc 7.288 – 0.376

Rc – 6.479 0.090

r 0.79 0.78 0.067

Примечание. Tm,c, Tx,c – нижняя верхняя граница роста; Lc – базовая длина светового дня; Tm,j, Tx,j, Lj – минимальная,
максимальная температура и длина светового дня за день j; Pc, Pj – базовое и ежедневное количество осадков; Rc, Rj – базовая
и ежедневная солнечная радиация; r – коэффициент корреляции Пирсона между экспериментальными данными и
решением модели..
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для дальнейшего исследования (см. табл. 3). В
каждой из моделей присутствуют линейные и не-
линейные функции. Модель для длины периода
«посев–всходы» оказалась независящей от сол-
нечной радиации, а для периода «всходы–цвете-
ние» – независящей от осадков. Модели показы-
вают удовлетворительную точность.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ МОДЕЛИ

Созданные погодные данные и построенные
модели были использованы для прогнозирования
длин периодов «посев–всходы», «всходы–
цветение», «цветение–созревание», а затем для
прогнозирования урожайности и содержания

Рис. 3. Прогноз времени всходов сои по группам образцов разного происхождения. Различными символами —
квадрат, круг, треугольник и обратный треугольник – помечены значения, соответствующие четырем характерным
профилям концентрации углекислого газа: rcp26, rcp45, rcp60 и rcp85 соответственно.
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белка и масла в семенах для модельного посева
10 мая шести групп сортов сои в Кубани в 2019–
2030 гг.

Результаты моделирования показывают, что
время до всходов (см. рис. 3) сильно колеблется
год от года в интервале примерно от –50% до
+50% к значениям в данных. При этом макси-
мальные и минимальные значения в большин-
стве случаев относятся к профилю rcp85. Про-
гнозные значения длины периода «всходы–цве-

тение» (см. рис. 4) имеют тенденцию к
уменьшению, однако также подвержены колеба-
ниям. В отличие от прогноза времени до всходов,
верхняя граница колебаний существенно ниже
значений в реальных данных, в то время как ниж-
няя граница находится на уровне в три-четыре ра-
за ниже. Модельные значения длины периода
«цветение–созревание» (см. рис. 5) изменяются
колебательно, однако не имеют выраженной тен-
денции к увеличению или уменьшению и лишь в

Рис. 4. Прогноз времени цветения сои, по группам образцов разного происхождения. Условные обозначения, как на
рис. 3.
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редких случаях отличаются от значений в экспе-
риментальных данных больше чем на треть.

Результаты прогнозирования урожайности,
содержания белка и масла в семенах сои показа-
ны соответственно на рис. 6, 7 и 8. Для всех сор-
тов, кроме группы ЕС, в которой данные получе-
ны для Ленинградской области, содержание мас-
ла прогнозируется значительно ниже значений в
реальных данных. Сорта делятся на три группы по
прогнозу содержания белка. Для сортов Севера,
Швеции и Центра прогнозируется содержание
белка на уровне примерно 40%, для сортов Сиби-

ри – на уровне 41%, для остальных сортов (ЕС и
Канада) – на уровне 42%. При этом для Сибири и
Центра прогноз показывает лишь слабые колеба-
ния и незначительный прирост, в то время как
для остальных сортов прогнозируется прирост
содержания белка. Прогноз урожайности пока-
зывает ее рост для всех групп сортов, кроме груп-
пы ЕС, при наличии ярко выраженных коле-
баний.

Такие результаты можно объяснить тем, что
для моделей содержания белка в семенах и уро-
жайности принадлежность образца к группе име-

Рис. 5. Прогноз времени созревания сои, по группам образцов разного происхождения. Условные обозначения, как
на рис. 3.



НЕЙРОСЕТЕВАЯ МОДЕЛЬ ПРОГНОЗИРОВАНИЯ ФЕНОЛОГИИ 133

БИОФИЗИКА  том 65  № 1  2020

ет сравнительно высокую относительную долю
влияния (см. табл. 2), поэтому прогнозы отлича-
ются по группам (см. рис. 7 и 8). Колебания про-
гнозируемых значений урожайности, белка и
масла порождаются колебаниями прогнозируе-
мых значений длин периодов, которые можно
объяснить стохастической природой моделей ге-
нерации погоды, а также наличием нелинейности

в моделях и сложным балансом погодных факто-
ров. Одновременное снижение содержания масла
в семенах сои и рост урожайности требует допол-
нительного объяснения. Мы предполагаем, что в
условиях прогноза может формироваться больше
семян. Однако скороспелые сорта попадают при
созревании в условия избыточно высоких темпе-
ратур, при которых накопление масла понижено.

Рис. 6. Прогноз содержания масла в семенах сои, по группам образцов разного происхождения. Условные
обозначения, как на рис. 3.
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ТАРАТУХИН и др.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Использование математических моделей для
прогнозирования хозяйственно-ценных характе-
ристик растений, таких как длины периода «по-
сев–всходы», «всходы–цветение», «цветение–
созревание», а также урожайность, содержание
белка и масла в семенах сои, должно являться на-
учной основой селекционного улучшения сортов
культуры в условиях глобальных изменений кли-

мата. В данной работе были построены модели
для предсказания характеристик сортов сои, вы-
веденных в шести регионах и фенотипированных
в условиях Северо-Кавказского и Северо-Запад-
ного регионов. Разработанные модели использу-
ют новейшие подходы математического модели-
рования, такие как автоматическое машинное
обучение, нейронные сети и грамматическую
эволюцию, с помощью которой были подобраны

Рис. 7. Прогноз содержания белка в семенах сои, по группам образцов разного происхождения. Условные
обозначения, как на рис. 3.
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функции погодных данных. Расчеты по имею-
щимся экспериментальным данным показали
высокую точность моделирования. Прогноз ро-
ста содержания белка в семенах сои, не столь бла-
гоприятный прогноз для содержания масла, зави-
симость содержания белка от сорта совпадают с
результатами, полученными по простым регрес-
сионным уравнениям [31]. Однако новейшие
подходы показали более высокие прогностиче-
ские способности моделей.

Модельные прогнозы показали различную ре-
акцию групп сортов на изменение климата. Одна-
ко для большинства сортов прогнозируется рост
урожайности, что указывает на благоприятные
перспективы использования изменений климата.

Таким образом, показана пригодность модели
фенологии сои, созданной методом искусствен-
ных нейронных сетей, для прогнозирования в из-
меняющемся климате.

Рис. 8. Прогноз урожайности сои, по группам образцов разного происхождения. Условные обозначения, как на рис. 3.
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An Artificial Neural Network Model for Prediction of Phenology of Early Maturing 
Soybean Varieties in Relation to Climate Factors

 O.D. Taratuhin*, L.Yu. Novikova*, **, I.V. Seferova**, T.V. Gerasimova**, S.V. Nuzhdin*, ***,
M.G. Samsonova*, and K.N. Kozlov*

*Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University, ul. Polytekhnicheskaya 29, St. Petersburg, 195251 Russia

**Federal Research Center “N.I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources”,
ul. Bolshaya Morskaya 42–44, St. Petersburg, 190000 Russia

***University of Southern California, Los Angeles, CA, 90089 USA

Soybean phenology is strongly influenced by temperature and day length and phenological records clearly re-
flect changes in climatic conditions. We developed a model that includes four artificial neural networks for
forecasting time intervals between sowing, emergence, f lowering and maturity in relation to climatic factors
and also formed assemblies of regression models to predict the yield, seed protein and oil content in soybean.
We analyzed data on maturation of early ripening soybean accessions phenotyped at two experimental sta-
tions of N.I. Vavilov Institute of Plant Genetic Resources in North-Caucasian and North-Western districts
of Russia. The model was implemented in Python using Keras and TensorFlow serving libraries.

Keywords:  climatic factors, soybeans, artificial neural networks
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Вспышки численности отдельных популяций – важные во многих аспектах и многообразные с
точки зрения теории динамических систем явления. Наиболее стремительно развиваются вспышки
насекомых, имеющие длительные последствия для лесного хозяйства. Подобные события
относятся к экстремальным несбалансированным переходным процессам. Механизмы запуска и
фазы затухания различаются у разных таксономических групп вредителей. Отличны по
продолжительности и фазе наступления повторной активности вспышки у псиллид и у бабочек,
поражающих лиственные или хвойные насаждения в одном регионе. Их особенности динамики
актуальная задача для вычислительного моделирования. Для математического описания помимо
порогового варианта запуска вспышки интересно модифицировать непрерывные вычислительные
модели для анализа колебательной динамики. В статье рассмотрено моделирование специфичного
сценария вспышечной активности спонтанно затухающего осциллирующего характера в
непрерывной модели с запаздывающей регуляцией и нелинейным противодействием co стороны
биотического окружения. Описанный феноменологическим уравнением сценарий из серии
разновеликих максимумов и итоговым затуханием пиков у балансового равновесия реализуется для
бабочки-вредителя коконопряда Malacosoma disstria, поражающей лиственные массивы в Северной
Америке и вызывающей масштабную дефолиацию леса. Новый сценарий качественно отличается
от модели порогового развития и завершения вспышек у псиллид в Австралии. 

Ключевые слова:  экстремальная динамика экосистем, вспышки насекомых, затухающие флуктуации
численности, модели колебательной динамики популяций, уравнения с запаздыванием, бифуркации,
коконопряд Malacosoma disstria, дефолиация леса. 
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Вспышки численности одна из хрестоматий-
ных проблем для экологии биосистем и матема-
тической биологии. Актуальность изучения
вспышек как группы экстремальных явлений
только возрастает в современных условиях «пере-
мешивания» фаунистических комплексов. Глоба-
лизация сопровождается все более частыми слу-
чаями запуска агрессивных инвазионных процес-
сов [1] после нежелательных вселений и быстрого
размножения чужеродных видов. Иногда вселе-
нец адаптируется многие годы до перехода к ак-
тивности (как интродуцент краб Paralithodes
camtschaticus в Баренцевом море [2], моллюск
Dreissena polymorpha в озерах США). Катастрофи-
ческая для лесной растительности вспышка вре-
дителя может стартовать немедленно, как было в
2014 г. с проникшей самшитовой огневкой Cуdali-
ma perspectalis в Имеретинской долине [3]. 

Случаи стремительного размножения необхо-
димо изучать, классифицировать и по возможно-
сти прогнозировать подобные ситуации. Вспыш-
ки наиболее характерны для насекомых-фитофа-
гов. Наблюдаются случаи взрывного роста
численности не только у инвазивных, но в том
числе у ряда автохтонных видов. Подобные ло-
кальные явления с фазой бурного роста у популя-
ций, издавна включенных в состав сообществ,
под пристальным математическим взглядом вы-
глядят несхожими нелинейными процессами с
несколькими разнородными типами трансфор-
маций фазового портрета.

Продолжаются исследования причин вспы-
шек насекомых, эффекторах/ингибиторах вне-
запной активности вредителей. Дискуссия ведет-
ся о превалировании биотических [4] либо внеш-
них факторов, например циклах солнечной
активности и периодических климатических воз-
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действиях на ключевые регуляторные механиз-
мы. В литературе систематически описан ряд
частных сценариев, как, например, в работе [5]
для бабочки Dendrolimus sibiricus в засушливой
Внутренней Монголии. По-видимому, главен-
ствующей единой причины для явлений не суще-
ствует. Мы обратим вниманием именно на вари-
ативность подобных экстремальных явлений да-
же у одного вида, но в разных ареалах. В
некоторых случаях удается отметить пороговый
путь развития и окончания краткой вспышки. В
других интерпретировать поведение в рамках би-
фуркационных изменений у осциллирующей ди-
намики. Разграничение с точки зрения теории
динамических систем типов наблюдаемых пере-
ходов между фазами процесса, связанных с уско-
ренным размножением, может помочь система-
тике экстремальных экологических явлений. 

Участие автора в проекте совместно с группой
энтомологов из Всероссийского научно-исследо-
вательского института защиты растений по ана-
лизу характеристик динамики смежных поколе-
ний локальной популяции кукурузного мотылька
Ostrinia nubilalis [6] привело к выводу, что иногда
мы наблюдаем не некоторое выделенное событие
с типичными признаками вспышки. Проявляют-
ся иррегулярные переходы между длительными
периодами депрессии популяции мотылька и ее
высокой репродуктивной активности. В частном
случае оба состояния популяции отражаются ко-
лебательной динамикой, но с разной амплитудой
внутри популяционного цикла. 

Вспышки численности эпизодичны как осо-
бые переходные режимы функционирования
экосистем, и при моделировании развития ситуа-
ции необходимо включать варианты их заверше-
ния. Известная модель в работе [7] – уравнение
для вспышек насекомых – не покажет сценария
спонтанного завершения явления, там требуется
внешний импульс для переходов между устойчи-
выми состояниями, таких как занос насекомых
ветром из других ареалов. Фазы экстремальных
состояний численности для автохтонных и для
инвазивных видов отличаются нюансами дина-
мики ситуаций. В настоящей работе мы обсудим
модель специфической формы вспышечной ак-
тивности у насекомых – осцилляционного харак-
тера. Автохтонная популяция продуцирует дли-
тельную серию пиков. В таком режиме популя-
ция все время между пиками существует при
достаточно высокой численности. Рассмотрим
моделирование явления серии разновеликих пи-
ков как процесса при сложной регуляции с после-
действием. Ранее мы использовали для математи-
ческого описания пороговой формы вспышки в
вечнозеленом лесу итерационную гибридную си-
стемы, предложив специальный триггерный
функционал для описания ее завершения. Каж-
дый формализм имеет свои возможности для

описания конкретных изменений и переходов
между режимами существования биосистем. 

Интересным примером для интерпретации
свойств новой математической модели является
агрессивное поведение вредителей в лесах Север-
ной Америки [8], например кольчатого коконо-
пряда Malacosoma disstria. Выбор в качестве эко-
логического примера для построения модели
мотивирован наличием опубликованных долго-
временных систематизированных наблюдений
лесного хозяйства в провинциях Квебек и Онта-
рио за проявлениями активности вредителей. Од-
на из актуальных задач для математического ис-
толкования резких изменений у биологического
процесса состоит в обоснованном выборе подхо-
дящей методики из конечного набора возможных
динамических систем.

Для каждой разновидности нетривиальной
популяционной динамики целесообразно подби-
рать и настраивать оригинальный математиче-
ский аппарат, добиваясь принципиального каче-
ственного правдоподобия изменений. Рассуж-
дать о преимуществах какого-то подхода для
всего популяционного моделирования нет смыс-
ла, процессы в биосистемах имеют разные вре-
менные параметры. В работе [9] авторы предлага-
ли представлять вспышки массового размноже-
ния насекомых как фазовые переходы второго
рода, а в работе [10] строили модель со спектраль-
ным анализом временных рядов. Важно пони-
мать, что дискретные, гибридные или непрерыв-
ные динамические системы обладают отличаю-
щимися асимптотическими множествами
траектории, набором их трансформаций (бифур-
каций) и свойств у границ областей притяжения
аттракторов. Для интересующей задачи выберем
непрерывную запись феноменологической моде-
ли – форму дифференциальных уравнений с от-
клоняющимся аргументом, отличающуюся регу-
ляционным и адаптационным запаздыванием.

ВАРИАТИВНОСТЬ ПОРОГОВОГО 
РАЗВИТИЯ ВСПЫШКИ У ПСИЛЛИД

Рассмотрим наглядно вариативность экстре-
мальных изменений численности. В предыдущей
работе [11] мы предложили метод вычислитель-
ного моделирования порогового сценария еди-
ничной локальной вспышки на основе анализа
регуляторов размножения монофага Cardiaspina
albitextura из семейства Psyllidae. Развитие фаз ти-
пичной вспышки автохтонного вида псиллид в
вечнозеленом эвкалиптовом лесу на восточном
побережье Австралии было описано в работе [12].
Объяснимо, когда чужеродная дальневосточная
бабочка, оснащенная химзащитой токсинами ге-
молимфы гусениц от потенциальных местных
врагов, способна достигать уровня численности,
уничтожающей самшитовый лес. Однако вспыш-
ки случаются у очень уязвимых мелких поливоль-
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тинных фитофагов отряда Hemiptera – кокцид и
псиллид. По числу продуцируемых поколений за
сезон активности насекомые (в своих локальных
ареалах) разделяются на поли-, би- и моноволь-
тинных, дающих единственное поколение в году. 

Ситуация взрывообразного популяционного
процесса у этих полужесткокрылых попала в ка-
честве иллюстративного примера в известную
книгу Ю. Одума [13] без многих необходимых по-
яснений, как хрестоматийный образец развития
вспышек, который можно обобщить на другие
примеры. В интерпретации у данного автора от-
сутствовала немаловажная на самом деле деталь.
В исходном описании [12] был предусмотрен ре-
же встречавшийся сценарий b на графике популя-
ционного процесса псиллид (см. рис. 1). Отмеча-
лось, что в некоторых специфических случаях по-
сле затухания вдруг наблюдался относительно
скорый повторный пик численности. Вариант
развития b связывался с замедленным перемеще-
нием псиллид в районах с менее плотным произ-
растанием пригодных для их питания эвкалип-
тов. Степень поражающего растительность воз-
действия от размножения этих насекомых
обусловлена вторичными инфекциями.

В концептуальном сценарии, представленном
на рис. 1, в фазе флуктуаций I при малой средней
численности, которую мы математически интер-
претировали апериодическим режимом хаотиза-
ции, использован другой хаотический переход-
ный режим, чем в известном сценарии появления
хаоса Фейгенбаума. После непредсказуемого
преодоления порога процесс переходит в эруп-
тивную фазу III. Взрывообразный рост популя-
ции в фазе III останавливается на пике IV в мо-
мент исчерпания необходимых для размножения

ресурсов – пригодных деревьев. Тут обычно
службы учета фиксируют вспышку по масштабам
дефолиации лесных массивов. Дефолиация при
поражении растений полужесткокрылыми с ро-
товым аппаратом колюще-сосущего типа насту-
пает в большей мере из-за развития вторичных
грибковых инфекций, развивающихся в их лип-
ких выделениях, значит без необходимости пол-
ного уничтожения биомассы растительности не-
посредственно вредителем для завершения явле-
ния. В фазе V резко ухудшаются условия для
откладки яиц и выживаемости нимф. Процесс
локализован. После столь же резкого сокращения
численности до минимума в фазе VI малочислен-
ная популяция псиллид переходит в длительный
режим хаотических флуктуаций. Самое интерес-
ное в сценарии – механизм образования порога
численности. Обычно размножение этих фитофа-
гов контролируется двумя-тремя видами мелких
паразитических ос из семейства Encyrtidae [14]. 

Предложен подход в форме гибридной дина-
мической системы. Идея строится на формализа-
ции роли этапности в жизни исходного поколе-
ния насекомых – убывающей численности на
дробном интервале его существования t ∈ [0,T].
Изменения уравнения непрерывной системы в
выделенные условиями моменты времени были
соотнесены с переходами между тремя стадиями
развития онтогенеза Psyllidae: яйца, нимфы, има-
го. Для каждой из стадий учтено, что отличаются
факторы смертности, как зависящей от плотно-
сти скопления псиллид, так и независимой от те-
кущей численности.

Использующая непрерывно-дискретное вре-
мя модель сформирована из дифференциального
уравнения убыли начальной численности N(0)

Рис. 1. Пороговое развитие вспышки эвкалиптовых псиллид и смена фаз (согласно работе [11]). 
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поколения с переопределяемой правой частью,
что происходит предикативно на трех последова-
тельных временных субинтервалах. Алгоритми-
чески реализуется модель в форме гибридного ав-
томата. Набор условий включен в модель для

определения момента остановки расчетов и пере-
хода к следующей стадии непосредственно из
времени для первой стадии или из расчета вспо-
могательного показателя развития для второй
стадии:

(1)

где ρ – фиксированная длительность первой ста-
дии, когда плотность яиц становится важным ре-
гулирующим фактором выживаемости, именно
плотность скопления доступных жертв усиливает
реакцию паразитов. При t > ρ расчет уравнения
переходит на нимф, основную вредящую стадию
насекомых, где достигнутый показатель развития
w(ρ) уменьшает темп убыли. Расчет длительности
стадии продолжается с использованием вычисле-
ния вспомогательной величины w(t) до достиже-
ния переходного уровня w2. 

Гибридная система (1) используется для вы-
числения итогового N(T). Используя гибридную
вычислительную структуру, мы получили слож-
ную зависимость N(T) = ϕ(λS) с двумя экстрему-
мами для дискретной составляющей траектории в
форме итераций, считая S = N(T): Sn+1 = ϕ(Sn),
Nn+1(0) = λSn, где λ – средняя популяционная
плодовитость. Исследуем точки дискретной ите-
рации S0,S1...Sn из расчета гибридных систем,
связанных по начальным условиям на границах
смежных непрерывных интервалов у дифферен-
циальных уравнений. Итерации неунимодальной
функциональной зависимости демонстрируют
спонтанное преодоление порогового равновесия
S3

* из переходного хаотического режима, так как
max ϕ(λS) лишь немного превосходит ϕ(S3

*).
Длительность переходного хаоса до момента
ϕ(Sn) > ϕ(S3

*) + ε зависит от выбора начальной
точки S0.

Аспект вариативности на стадии завершения
вспышки не был анализирован нами в предыду-
щей публикации. В работе [11] мы показали сце-
нарий с одним продолжительным пиком. Рас-
смотрим модификацию сценария с двумя пиками
для псиллид, чтобы показать гибкость предло-
женного метода с использованием дискретной
составляющей траектории. 

Вариативность можно отразить без принципи-
альной модификации в предикативной структуре
и чрезвычайно трудоемкой перенастройки пара-
метров (1), которая использует функции триггер-
ного действия: Ψ,Θ. Можно вносить коррективы
в эти функции, целенаправленно меняя их вклад
в расчет выживаемости на нужной стадии разви-
тия. Функция Ψ для формы правой части
на субинтервале t < ρ «ответственна» за учет эф-
фекта Олли и существование критической низ-
кой численности L при ухудшении эффективно-
сти воспроизводства при малочисленном состоя-
нии «бутылочного горлышка», когда возникает
трудность с нахождением пар для размножения.
Мы можем говорить о данном эффекте для
малой группы [15] применительно к эффективно-
сти размножения у вредителя эвкалипта: для осо-
бей видов семейства Psyllidae партеногенез не ха-
рактерен, в отличие от других надсемейств He-
miptera – тлей Aphidoidea или червецов
Coccoidea. Для большой численности N(0) функ-
ция единична и не влияет на результат расчетов: 

Ψ (N(0)) = 1 + exp(–σ1N2(0)), limS→∞Ψ (N(0)) = 1, Ψ(0) = 2. 1a

Вторая функция-триггер Θ определяет порог исчерпания ресурсов для стадии нимф:

1б

Действие Θ можем сдвигать в интервале вре-
мени относительно фиксированного момента пе-
рехода ко второй стадии Θ(N(ρ – ζ)), усиливая
(или ослабляя в случае Θ(N(ρ + ζ))) ее роль и тем
самым меняя резкость перехода к фазе V падения

численности после пика численности. Если мак-
симум не был затяжным, то вероятность повтор-
ной вспышки увеличится. На рис. 2 представлен
альтернативный вычислительный эксперимент
cо сценарием (1b) и с генерацией повторной
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вспышки через промежуток гибридного времени
и нерегулярных колебаний.

Модификация опишет вариант скорого по-
вторного преодоления порога. Обе вспышки про-
исходят в течение одного года, пик первой прихо-
дится на август, второй – на ноябрь. Тут мы ис-
пользуем переходную хаотическую динамику,
имитируя природную случайность. Переходный
хаотический режим из-за фрактальных границ
областей притяжения воспроизводит естествен-
ную стохастичность среды для флуктуаций
численности в полностью детерминированной
модели. Для описания завершения вспышки бы-
ла использована редуцирующая устойчивую ста-
ционарную точку обратная касательная бифурка-
ция. В рассмотренном примере бифуркация типа
«backward tangent bifurcation» резко переводит по-
пуляцию в следующий интервал прохождения ха-
отических флуктуаций. Порог запуска вспышки
не может быть монотонно достижим из любого
состояния системы, все же вспышка численности
с дефолиацией эвкалиптов эпизодическое явле-
ние, потому несвязные границы областей притя-
жения двух точек-аттракторов в нашей базовой
непрерывно-дискретной модели (1) удачно опи-
сали данный экологический аспект. 

Популяция в сценарии перед преодолением
порога может не достигать на промежутке време-
ни отчетливо наблюдаемых предпороговых зна-
чений, как это было в работе [11], и новый
модельный сценарий менее доступен для прогно-
зирования признаков начала вспышки. Суще-
ствование порога, отраженного в модели погра-
ничным и неустойчивым S3

* (имеющим слева и
справа от себя только другие неустойчивые ста-
ционарные точки) положением равновесия
ϕ(S3

*) = S3
*, объясняется сложными взаимоотно-

шениями различных видов паразитических ос
при выборе предпочтительного объекта для атак.
После эпизодического повышения численности
возрастает роль Coccidoctonus psyllae и других пе-
репончатокрылых ос подсемейства Encyrtinae
[16]. Эти микроскопические осы – гиперпарази-
ты. Они активно начнут паразитировать на ли-
чинках двух видов других размножившихся пара-
зитических наездников из рода Psyllaephagus. В
современной работе [17] подчеркивается завися-
щая от плотности жертв активность Coccidoctonus
psyllae. Так, у первичных паразитов, как основных
биологических врагов, уничтожающих яйца
псиллид, создается верхний порог достижимой
численности.

В контексте проблемы с очаговой дефолиаци-
ей эвкалиптовых лесов вредоносным инвазион-
ным видом насекомых оказался именно гиперпа-
разит Coccidoctonus psyllae. После появления пара-
зитической осы в Новой Зеландии в местных
лесах участились вспышки фитофагов из большо-
го семейства Psyllidae [18]. Видовое разнообразие
паразитических перепончатокрылых подотряда
Apocrita велико и их систематика еще не полно-
стью описана. В семействах Encyrtidae и Ichneu-
monidae встречаются сверхпаразиты даже третье-
го порядка. Осы находят личинки уже заражен-
ных другими осами фитофагов и поражают на
ранних стадиях развития особи других перепон-
чатокрылых паразитов. В Австралии встречается
гетерономный гиперпаразитоид рода Psyllaepha-
gus, у которого развитие из личинок самок и сам-
цов зависит от выбора хозяина: псиллиды или
другого Psyllaephagus. Таксоны отряда Hymenop-
tera – одни из наименее изученных среди насе-
комых.

Нами разрабатывалась феноменологическая
гибридная модель популяционного процесса, так

Рис. 2. Моделирование варианта повторной вспышки вредителя с краткими пиками.
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как вряд ли возможно описать традиционными
методами математической биологии в системе
уравнений нетривиальное и недостаточно иссле-
дованное взаимодействие мелких видов субмил-
лиметровых ос-паразитов. Экодинамика тут
принципиально отлична от системы «хищник–
жертва». Так, большая убыль личинок хозяев в за-
вершении вспышки ведет к гибели и личинок их
паразитов. В настоящее время для описания
вспышечных явлений осваиваются такие пер-
спективные методы искусственного интеллекта,
как мультиагентные системы и нечеткие клеточ-
ные автоматы [19]. 

У представителей других отрядов насекомых и
в различных климатических зонах случаи массо-
вого размножения развиваются с отличительны-
ми особенностями. Итерационная модель в фор-
ме xn+1 = f(xn) – Qxn для бивольтинных насеко-
мых столкнется с проблемой, что в бореальных
условиях смежные поколения развиваются в раз-
ных условиях. Одно поколение зимующее, другое
развивается в комфортных летних условиях, по-
тому о единой зависимости ϕ(N(0)), N(0) > L го-
ворить нельзя. Интервал онтогенеза t ∈ [0,T] у
двух смежных поколений бабочек, очевидно, раз-
ный, у зимующего поколения почти в два раза
больше. Зимуют лесные бабочки чаще на стадии
яйца, которая у псиллид коротка. 

ОСОБЕННОСТИ КАНАДСКОГО 
ПУЛЬСИРУЮЩЕГО СЦЕНАРИЯ ВСПЫШКИ

Рассмотрим иные ситуации вспышек вредите-
лей – двух видов бабочек в бореальных лесах и
покажем модель качественного описания подоб-
ных явлений. Регуляция эффективности воспро-
изводства насекомых фитофагов посредством ос
гиперпаразитов очень интересная для моделиро-
вания, но специфическая ситуация. Такая колли-
зия у паразитов из подсемейств Encyrtidae част-
ная и актуальна для лесов с относительно посто-
янными сезонными условиями и богатым
видовым разнообразием энтомофауны. Суще-
ствование хаотического режима со спонтанным
пороговым переходом к вспышке не может быть
главенствующим сценарием механизма запуска
вспышки там, где разнообразие насекомых не
столь велико, а сезон вегетации существенно ко-
роче. 

Вполне логично, что в бореальных лесах Се-
верной Америки действуют некоторые другие ме-
ханизмы, вызывающие не менее масштабные
вспышки у таксономических групп отряда Lepi-
doptera [20], генерирующих единственное поко-
ление за сезон. 

В специфических и важных случаях вспышка
численности насекомых выходит за рамки сцена-
рия с одиночным пиком на графике динамики
поражения лесов и даже не ограничивается од-

ним повторением. В работе [21] вспышки насеко-
мых в Канаде рассмотрены как периодические
возмущения лесных экосистем. Отметим, что в
энтомологической литературе термин «циклич-
ность» используется гораздо либеральнее, чем в
математической, просто для указания повторяе-
мости явлений. Если быть точным, то нужно го-
ворить о квазипериодичности (phase-forgetting
quasi-cycle). После долгого состояния при сред-
ней численности насекомых, не вызывающей по-
вреждения леса и вполне равновесного с биотиче-
ским окружением, вдруг появляется серия очень
многочисленных несмежных поколений. В от-
дельных ситуациях в динамике численности
бабочек авторы говорят о «пилообразных осцил-
ляциях» (sawtooth-like oscillations), подчеркивая
нерегулярность явления. В состоянии пиков чис-
ленность много превышает среднемноголетнюю
за предшествующую декаду, в очаге гибнет лес и
фиксируется локальная вспышка. Расстояния
между пиками пульсирующей активности север-
ных моновольтинных бабочек составляют не два
месяца, как у эвкалиптовых псиллид в Австралии,
а годы.

Характерна длительная осциллятивная дина-
мика, но с разными характеристиками колеба-
тельной активности, для опасных вредителей, ко-
торые не являются конкурирующими. Несин-
хронные иррегулярные колебания активности
отмечены в работе [22] и наблюдаются у бабочки-
листовертки Choristoneura fumiferana, поражаю-
щей хвойные леса в восточных провинциях Кана-
ды и севере США, и особенно у кольчатого коко-
нопряда Malacosoma disstria, вредящего листвен-
ным деревьям в этих регионах.

Вспышка оценивается по площадям поражен-
ного леса, учет которых в канадском лесном хо-
зяйства многие десятилетия ведется для каждой
провинции. Из сведений на графиках отчетности
оказывается, что вспышки вредителей в регионах
Северной Америки проходят различным образом.
На рис. 3 показаны графики масштабов пораже-
ния леса от активности коконопряда в провинци-
ях Онтарио и Квебек, где с математической точки
зрения различен характер возникшей колебатель-
ной динамики [23]. 

Для Онтарио видим релаксационный цикл из
серии пиков возрастающей амплитуды, который
будет устанавливаться после общей формы би-
фуркации Андронова-Хопфа. Для проблем моде-
лирования более интересен сценарий вспышек в
лесах Квебека с затухающими колебаниями, для
которого интересно предложить новую модель.

Учет и оценка состояния популяций насеко-
мого во время вспышек бабочек проводится кос-
венным образом по площади пораженного леса,
покраснению и опадению хвои. Для обоснования
феноменологической модели смены фаз пульси-
рующей вспышки достаточно сведений о пораже-
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нии леса, но на не менее чем полувековом интер-
вале времени. Вся вспышка с отдельно стоящими
пиками колебания, которые демонстрируют
тренд затухания амплитуды, может растягиваться
на 30 лет. На рис. 4 показано развитие до 1991 г.
запущенной в 1955 г. вспышки у листовертки в
провинции Нью-Брансуик согласно отчету о со-
стоянии экосистем и тенденций в рамках выпол-
нения Федеральным правительством Канады
обязательств Конвенции о биологическом разно-
образии [24]. Публикуется отчетная документа-
ция на сайте проекта (http://biodivcanada.ca).

Мы видим моментальный стремительный пе-
реход к вспышке без околопороговых промежу-
точных значений. Образуются три отчетливых от-
стоящих пика, переходящих в состояние, когда
численность бабочки больше не оказывает столь
разрушительного (или обновительного) воздей-
ствия на экосистему. Воздействие исчисляется в
миллионах гектаров. Максимальные значения
численности тут не являются самостоятельными
явлениями вспышек, как в случае Cardiaspina albi-
textura, но составляют часть долгого колебатель-
ного процесса в локальной популяционной дина-
мике насекомых. Оба примера ситуаций вспыш-
ки затухают как волны и рябь после броска камня
в воду. О том, что представляет собой образный
«камень», вызывающий волны, есть несколько
гипотез [25]. Сценарий схож с динамикой реци-
дивирующей инфекции, когда медленно включа-
ющийся адаптивный иммунный ответ не спосо-
бен подавить хронический очаг возбудителя.

Качественный характер особенностей мест-
ной вспышки популяции не сохраняется по всему
огромному ареалу Choristoneura fumiferana в Се-

верной Америке. Выраженная пилообразная со-
ставляющая колебаний отмечена и для листо-
вертки и характерна для Восточной Канады, но
не для лесов в США [26], там пульсирующая
вспышка не начинается, как в провинции Нью-
Брансуик, а заканчивается наибольшим пиком,
но это уже другой сценарий, требующей своей
частной модели. Интересно, что для опасного ин-
вазивного вредителя Lymantria dispar в новом аре-
але штата Висконсин подходит пороговый сцена-
рий вспышки, но в родном европейском – демп-
фированный осцилляционный [27].

Столь интересное явление привлекало специ-
алистов в области математической биологии.
Предлагались модели вспышки с точки зрения
формализма теории катастроф [28]. Описание
резкого перехода к состоянию вспышки от мини-
мального уровня входит в перечень классических
задач прикладного применения концепций тео-
рии катастроф (для перехода использовали «Cusp
catastrophe» – катастрофу «сборки»). Методы тео-
рии катастроф развивались из результатов топо-
логии с основными представлениями «резиновой
геометрии» о деформациях и проекциях искрив-
лений трехмерных поверхностей. «Катастрофи-
ческое» описание в работе [29] носит наглядный,
но качественно геометрический характер, не учи-
тывающий череду фаз процесса и переходные ре-
жимы. 

ФОРМЫ ЗАПАЗДЫВАЮЩЕЙ РЕГУЛЯЦИИ 
В МОДЕЛЯХ ПОПУЛЯЦИЙ 

Пилообразную вспышку необходимо рассмат-
ривать как отдельный сценарий взрывообразного

Рис. 3. Динамика осцилляционной вспышки коконопряда Malacosoma disstria в Онтарио и Квебеке в масштабах гибели
леса (согласно работе [23]).



НЕПРЕРЫВНАЯ МОДЕЛЬ ДЛЯ ОСЦИЛЛИРУЮЩЕЙ ВСПЫШКИ 145

БИОФИЗИКА  том 65  № 1  2020

развития популяционного процесса. С точки зре-
ния теории динамических систем ситуация не
может быть разновидностью рассмотренного ра-
нее порогового варианта модели запуска вспыш-
ки из временного хаотического режима. Методы
стационарных точек c возможными триггерными
воздействиями у дискретных итераций, развитые
в предыдущей работе и усовершенствованные на-
ми выше, подчиняются теоремам Шарковского и
Гукенхеймера, потому не очень применимы для
столь своеобразных перемен в лесах Канады, ко-
торые можно назвать самозатухающим релакса-
ционным осциллятором. Необходимо обосновать
другой вычислительный аппарат для описания и
сравнения вариантов развития сценариев, где ос-
новная сложность – необходимость демпфирую-
щихся бифуркационных изменений, соответ-
ствующих перемежающимся фазам пиковой ак-
тивности и депрессии у вредителей в нашей
задаче.

Так как ситуация имеет существенно больший
временной масштаб развития, чем сжатая до се-
ми-девяти итераций фаза вспышки псиллид, ло-
гично воспользоваться для подобной задачи
представлениями о запаздывающем действии в
регуляции составляющих факторов популяцион-
ного процесса (и не только репродуктивного
цикла).

Известно из ряда экспериментов, например,
из серии опытов Николсона с лабораторной по-
пуляцией мухи Lucilia cuprina при различном по-
ступлении корма, что колебания с большой ам-
плитудой могут возникать в случае изолирован-
ной популяции насекомых в ограниченном
пространстве и при постоянных поддерживаемых
условиях [30]. Помимо известных моделей попу-
ляции (модель Ферхюльста, модель Гомпертца)
для монотонного роста численности к асимпто-
тическому состоянию K балансового равновесия
со средой N(t) → K и с точкой перегиба макси-
мальной скорости роста  предложены
модели для объяснения колебательной динамики
в одновидовом случае. 

В работе [31] была предложена известная мо-
дификация уравнения Ферхюльста с включением
запаздывания τ для действия плотностной само-
регуляции численности:

(2)

где K отражает уровень равновесия со средой для
популяции с репродуктивным потенциалом r.
Введенное в (2) запаздывание τ является агреги-
рованной характеристикой регуляции, завися-
щей от предшествующих состояний среды, про-
цесса исчерпания/восстановления ресурсов и ха-
рактеристик онтогенеза. Именно балансовое
состояние K как емкость экологической ниши яв-

''( ) 0=N t

( )( )( ) 1 ,N tdN rN t
dt K

− τ= −

ляется ключевым понятием моделей данного
типа.

Для совсем малых значений запаздывания τ и
небольших r поведение решения (2) идентично
модели Ферхюльста. До значений rτ < π/2 реше-
ние продемонстрирует затухающие колебания с

. При переходе значения произведения
параметров через критическое rτ < π/2 происхо-
дит возникновение бифуркации Андронова-
Хопфа, т. е. особая точка становится неустойчи-
вым фокусом и от нее отделяется замкнутая тра-
ектория – типичное проявление устойчивого
предельного цикла траектории [32]. Функцию-
предысторию на интервале [–τ, 0] тут и далее счи-
таем тождественной единице.

Бифуркацией в современном анализе динами-
ческих систем называют любое качественное из-
менение поведения – метаморфоз фазового порт-
рета. Редукция устойчивой точки или возникно-
вение пары неустойчивых стационарных точек
это тоже типы бифуркаций, которые фиксируют-
ся в пространстве параметров модели. Не все би-
фуркации имеют истолкование в биологии по-
пуляций. Появление орбитально устойчивой
циклической траектории у непрерывной динами-
ческой системы – наиболее часто встречающееся
и изученное бифуркационное изменение. Иссле-
дованию модели (2) посвящена обширная мате-
матическая литература, но нас интересуют биоло-
гические недостатки уравнения, от которых мы
оттолкнемся для построения новых модифи-
каций. 

Дальнейшее увеличение параметров при зна-
чениях rτ > π/2 вызывает переход в режим колеба-
ний негармонической формы – релаксационных
циклов. Быстрое возрастание амплитуды колеба-

( )→N t K

Рис. 4. Динамика пилообразной вспышки с затуханием
осцилляций y листовертки в Нью-Брансуик в масшта-
бах дефолиации леса (в млн га) из отчета ESTR [24].
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ний выраженной конической формы при увели-
чении временного промежутка между максиму-
мами и минимумы, стремящиеся к неотличимым
от нуля значениям, приводят такой релаксацион-
ный цикл (рис. 5) к затруднениям при обоснова-
нии даже динамики насекомых. Минимумы ста-
новятся очень долгими и глубокими в ε-окрест-
ности нуля, пики – резкими и разреженными.
Подобная популяция в реальности бореальных
лесов вымерла бы от случайных возмущений. Бо-
лее оправдан для этой модели сценарий ошибки
переполнения и завершение расчетов после чрез-
мерной вспышки – вариант гибели популяции
после исчерпания ресурсов среды.

Для всех модификаций непрерывной модели
Хатчинсона применительно к специфическим
экологическим ситуациям актуален вопрос: что
отражает и как трактовать действие величины ем-
кости среды K во время такого нестационарного
режима, как вспышка численности? Имеет смысл
отказаться от априори заданной величины K для
случаев, когда нарушаются принципы плотност-
ной регуляции воспроизводства. Известно аль-
тернативное дифференциальное уравнение для
возникновения автоколебаний большой ампли-
туды, обходящееся без явного K-параметра емко-
сти и дважды включающее τ:

(3)

где присутствует экспоненциальная нелиней-
ность. Параметр b отражает давление негативных
факторов, зависящих от плотности. Уравнение (3)
известно под названием «Nicholson's blowflies dif-
ferential equation». Считается, что это уравнение
лучше согласуется с данными экспериментов ав-
стралийского энтомолога Николсона. В лабора-
торных экспериментах он не наблюдал внешнего
давления на популяцию. Колебания возникали

( )( )exp ( ) ( ),dN rN t bN t N t
dt

= − τ − − τ − δ

из-за конкуренции между различными стадиями
у мух за лимитированные пищевые ресурсы.
Уравнение (3) аналогично дискретной модели
пополнения запасов рыб Рикера:
Rn+1 = ϒRnexp(–bRn–i) – qRn, где показатель b от-
ражает влияние переполнения нерестилищ при
высокой плотности, a q ∈ [0,1] – доля промысло-
вого изъятия из нерестового запаса. Естественно,
что бифуркации у моделей-аналогов в итерацион-
ной и в непрерывной форме различны [33]. Иссле-
дование поведения уравнения (3) оставляет не-
сколько открытых проблем для математики [34]. 

МОДИФИКАЦИЯ УРАВНЕНИЯ 
ХАТЧИНСОНА

Колебания колебаниям рознь в живых систе-
мах и могут быть сложно устроены, например, из
быстрых и медленных составляющих, как траек-
тории-утки [35]. Флуктуации с большой амплиту-
дой и высокими пиками для моделирования ди-
намики общей численности популяций не долж-
ны проходить окрестность нуля. Пусть действие
на регуляцию численности насекомых при коле-
баниях оказывает некоторая масштабируемая
разность между потенциальной емкостью эколо-
гической ниши и состоянием популяции в мо-
мент φt = |t – τ|. Идея с относительным положени-
ем емкости ниши и влияющей разностью K от
N(t – τ) ранее использовалась в модели Гополса-
ми–Куленовича [36]:

(4)

Насекомые вредители не просто занимают до-
ступную экологическую нишу, но при вспышке
разрушают собственную среду, потому допустима
терминальная интерпретация предельной чис-
ленности в модели – завершение существования.

( )( ) .
( )

K N tdN rN t
dt K jN t

⎛ ⎞− − τ= ⎜ ⎟+ − τ⎝ ⎠

Рис. 5. Возникновение релаксационного цикла в уравнении (2). 



НЕПРЕРЫВНАЯ МОДЕЛЬ ДЛЯ ОСЦИЛЛИРУЮЩЕЙ ВСПЫШКИ 147

БИОФИЗИКА  том 65  № 1  2020

Для новой модификации мы неравномерно уве-
личим степень нелинейности в числителе и зна-
менателе и предложим уравнение, где дважды
включено Nk(t – τ), C < K:

(5)

Здесь мы переходим к представлениям об отно-
сительности для явной емкости экологической ни-
ши, где K – только нижний возможный предел, ее
инфинум. В новом уравнении (5) мы смогли пре-
одолеть недостаток слишком глубоких минимумов у
цикла. В вычислительных исследованиях для урав-
нения (5) после бифуркации Андронова-Хопфа при
увеличении r получим реализацию несимметричных
треугольных осцилляций большой амплитуды
не вокруг неустойчивого равновесия как в уравне-
нии (2), но над равновесием (рис. 6). 

Основной значимый результат новой модифика-
ции (уравнение (5)) – очередной стремительный не-
контролируемый рост численности начинается от
значения, близкого к существовавшему перед би-
фуркацией равновесию, оптимального баланса со
средой. Колебания получаются частые и с одинако-
вой амплитудой (впрочем, это можно компенсиро-
вать стохастическим возмущением). В реальной ди-
намике локальной вспышки листовертки мы отме-
чали другую характеристику – самозатухание.

МОДЕЛИРОВАНИЕ ПРОИЗВОЛЬНО 
ЗАТУХАЮЩЕЙ ВСПЫШКИ

Поведение модификации модели (4) не закры-
вает проблемы для интерпретации осциллирую-
щих экстремальных колебаний. Для пилообраз-
ной вспышки коконопряда в Канаде отмечено
сокращение амплитуды у пиков колебаний. Для
любого процесса массового размножения актуа-
лен переход в фазу его затухания, резкого или рас-

2

3
( )( ) .
( )

С N tdN rN t
dt K N t

⎛ ⎞− − τ= ⎜ ⎟+ γ − τ⎝ ⎠

тянутого. Модели популяционной динамики для
неявного демпфирования вдруг возникших ос-
цилляций не предлагались, рассматривались мо-
дели для определения внешнего управляющего
воздействия по вынужденному переводу колеба-
тельной системы в стационарный режим в [37].
Модификации моделей (3) и (4) обычно были на-
правлены на усложнение функций саморегуля-
ции популяции, например, с введением периоди-
чески изменяющихся коэффициентов уравне-
ний, однако независимое внешнее давление
может быть выражено сложнее, чем пропорцио-
нальное изъятие c δ = const.

Для описания специфического развития по-
пуляционного процесса более обосновано ис-
пользование не степенной (как в уравнении (5)),
а экспоненциальной нелинейности (как в уравне-
нии (3)) в плотностной регуляции, когда значе-
ние понятия «емкость ниши» в условиях вспышек
относительно. Предложим модель в предположе-
нии об относительно небольшой исходной груп-
пе особей вида N(0) > L с большим репродуктив-
ным параметром, способной генерировать в от-
дельных условиях пилообразную вспышку, где
важным будет функционал внешнего биотиче-
ского сопротивления. Убыль численности от био-
тических факторов хищничества и паразитизма в
реальности представляет нетривиальную зависи-
мость, которая может включать пороговые значе-
ния эффективности подавления из-за усиления
реакции паразитов на массовую доступную жерт-
ву [38]. Чем ближе численность разрушающего
среду вредителя к предельному порогу A, тем
больше будет возрастать противодействие. Со-
противление биологического окружения агрес-
сивному размножению включается с запаздыва-
нием и зависит от состояния биосистемы в про-
шлом, причем это запаздывание будет отличным
(большим) по значению, чем то, которое исполь-
зуется в функции саморегуляции. Отложенная

Рис. 6. Появление незатухающих треугольных осцилляций в модели (5).
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реакция у фактора противоборства вторжению
наглядна в аспекте запаздывающего антигенспе-
цифического иммунного ответа на инфекцию. 

Используем вместо –δN(t) из уравнения (3)
функцию нелинейно-порогового сопротивления
среды с запаздыванием в следующей форме
(n ≤ 2):

(6)

Модель (6) демонстрирует переход к медленно
затухающим осцилляциям на уровне некоторого
не оказывающего давления на среду равновесия,
форма колебаний зависит от N(0) и n. В вычисли-
тельном эксперименте, представленном на рис. 7,
мы при резком изменении репродуктивного па-
раметра от r1 = 5 до r2 = 40 и τ = τ1, n =2 в уравне-
нии (6), что может вызываться аномально благо-
приятным климатическим фактором, вместо рас-
ходящихся колебаний в уравнениях (2) и (3) при
обычной бифуркации увидим затухающий релак-
сационный цикл над равновесием. Итоговое ба-
лансовое равновесие с r2 только сдвинется не-
сколько вверх.

Уменьшение коэффициента q демпфирует по-
следующие осцилляции, увеличение n удлиняет
интервал времени между уменьшающимися пи-
ками. Интересно имитировать временное резкое
увеличение r-параметра. В эксперименте, пред-
ставленном на рис. 8, значение параметра с r1 = 6
мы увеличили до r2 = 46 и через время, равное
t = 100 единиц времени вычислительной среды,
вернули значения параметров в исходное состоя-
ние. Колебания не затухли моментально, но про-
должились, сходясь к прежнему равновесию.

Изменения параметров и следующие за ними
бифуркации – обычное математическое объясне-

1

( )( )exp( ( )) .
( )

N t ndN rN t bN t q
dt A N t

− τ= − τ − − τ −
− − τ

ние для резких популяционных явлений, но не
самое достоверное. Иногда трудно обосновать
резкое увеличение репродуктивного потенциала
r, если вид не инвазионный. Модель (6) отличает-
ся тем, что может генерировать переход к непро-
должительному интервалу колебаний численно-
сти и обратно к равновесию без изменения ее па-
раметров. Для перехода к вспышке достаточно
резко вывести популяцию из устоявшегося рав-
новесия, например, сократив численность на
21%, как в имитационном сценарии, представ-
ленном на рис. 9.

Таким образом, мы получили реализацию сце-
нария, где переход к масштабным, но затухаю-
щим колебаниям зависит не только от резких пе-
ремен популяционных характеристик, но и от
быстрых перепадов состояния самой популяции.
Если исходное значение N(0) приближается к ба-
лансовому равновесию, колебательную динамику
мы не обнаружим. Для вспышки нужна некото-
рая группа особей, где минимальны конкурент-
ные факторы саморегуляции, но при этом она
больше, чем порог L эффекта Олли. При добавле-
нии линейной убыли, как в уравнении (3), наряду
с пороговой запаздывающей функцией мы полу-
чим возможность колебаний с неограниченно
возрастающей амплитудой и с отрицательными
значениями N. В модификации на основе уравне-
ния (5) вместо прохождения минимальных значе-
ний можно наблюдать полное исчезновение по-
пуляции:

(7)

Вариант (7) более сложен для согласования
расчетов. В предложенном непрерывном вариан-
те описания пульсирующей вспышки все транс-
формации поведения решения уравнения (6)

2

3
( ) ( 2 )( ) .

( )( )
С N t N tdN rN t q

dt A N tK N t
⎛ ⎞− − τ − τ= −⎜ ⎟ − − τ+ γ − τ⎝ ⎠

Рис. 7. Затухающая пилообразная вспышка в модели (6) при изменении параметра r: r1 = 5, r2 = 40, N(0) = 650,
τ = τ1 = 27, b = 5 · 10–2.7, A = 5900, q = 27, n = 2.
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происходят без явно заданных пороговых состоя-
ний траектории и метаморфозов аттракторов. В
модели при изменении основных характеристик
меняется форма переходного циклического ре-
жима, колебания получаются над по-прежнему
существующим притягивающим равновесием, а
не вокруг потерявшей устойчивость особой точ-
ки, как было в уравнении (2). Как в любой нели-
нейной популяционной модели, в предложенных
нами уравнениях (5), (6) или (7) необходимо раз-
граничивать биологически обоснованные пара-
метрические диапазоны интересного для экоди-
намики поведения траектории. Так, в имитаци-
онном эксперименте, представленном на рис. 8,
при r > 48, τ > 28  существование популяции
продолжить невозможно, также при N(0) > A,
N(t) → ∞ вычисления закончатся сообщением

инструментальной среды о недопустимых значе-
ниях. Интерпретируемые с точки зрения динами-
ки численности насекомых переходные режимы
поведения могут присутствовать в моделях мате-
матической биологии вне зависимости от воз-
никновения бифуркаций и существования аль-
тернативных аттракторов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе предложена непрерывная модель ло-
кальной вспышки, развивающейся как серия за-
тухающих пилообразных колебаний, которые ха-
рактерны для кольчатого коконопряда в лесах Во-
стока Канады. Режим пилообразных колебаний
переходный для динамической системы – «tran-
sient mode». Для любого переходного режима его

Рис. 8. Временное увеличение параметра r в модели (6): r1 = 6, r2 = 46, N(0) = 650, τ = τ1 = 27, b = 5 · 10–2.7, A = 5900,
q = 37, n = 2.

Рис. 9. Повторное возникновение осцилляций в модели (6) после индуцированного извне нарушения равновесия:
N1(0) = 640, N2(0) = 666, r = 48, равновесие K = 1067.
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длительность и выраженность прохождения зави-
сят помимо параметров от начальных условий. В
предыдущей модели (1) переходный хаотический
режим удачно имитировал действие комплекса
случайных внешних факторов на достижение по-
роговой численности псиллид. Развитие сцена-
рия как вспышки произойдет при наличии исход-
ной небольшой (но не околонулевой) группы
особей. Моновольтинная популяция в исходном
состоянии, близком к существующему балансу со
средой, согласно сценарию не имеет потенциала
для бурного роста. Рассмотрен в имитационных
вычислительных экспериментах как параметри-
чески зависимый сценарий запуска пульсирую-
шей вспышки, так и обходящийся без параметри-
ческих изменений. Достаточно временного, но
аномального повышения репродуктивного пара-
метра r в уравнении (6) на три сезона, чтобы пи-
лообразные колебания сохранялись достаточно
длительное время, как афтершоки после толчка
землетрясения. Каждый пик в этом случае не са-
мостоятельная вспышка, но часть процесса. По-
том ситуация возвращается к равновесию, где на-
секомые уже не вызывают дефолиации леса.

Модель основана на учете проявления запаз-
дывания и при регуляции, связанной с зависящей
от конкуренции эффективностью воспроизвод-
ства и при формировании ответа со стороны био-
тического окружения. В результате после серии
колебаний динамика затухает и переходит в
устойчивое равновесие при обычной для среды
численности. В уравнении (5), модификации мо-
дели (2), после бифуркации Андронова-Хопфа
происходит появление устойчивых колебаний,
где пик начинается около неустойчивого равно-
весия.

Спровоцировать следующую серию колебаний
с дефолиацией в такой модели могут стремитель-
ные изменения состояния насекомых, в пределах
четверти численности популяции. Вызвать изме-
нения способны нарушения условий выживаемо-
сти при диапаузе или миграция насекомых между
соседними областями, связанная, вероятно, с ло-
кальным исчерпанием ресурсов леса. Когда попу-
ляция насекомых становится еще меньше мини-
мального баланса, то это немедленно негативно
отражается на снижении численности паразитов,
что нарушает на некоторое время механизмы ре-
гуляции. Полученные модели можно использо-
вать в составе систем уравнений явного межвидо-
вого противоборства, они вычислительно менее
сложны, чем современные модели трофодинами-
ки «хищник-жертва» [39], но обладают каче-
ственным разнообразием поведения. Часто по-
вышенная плотность насекомых сопровождается
их физиологическими трансформациями и сме-
ной экологической роли [40].

 Вспышки автохтонных видов менее разнооб-
разны по аспектам прохождения фаз, чем экстре-
мальные варианты развития инвазионного про-

цесса, потому полученные имитационные сцена-
рии не исчерпывают всю возможную динамику.
Особенно интересны различия, если посмотреть
на хорошо документированные явления в экоси-
стемах через призму математической теории ди-
намических систем. Например, инвазионный вид
после стремительной вспышки может проходить
критическое состояние «бутылочного горлыш-
ка», с сохранением реликтовой популяции либо
полным исчезновением из нового ареала. Полу-
ченный в уравнении переходный режим можно
рассматривать также для задачи анализа случая
специфического развития рецидивирующей ин-
фекции. Интересно дальнейшее расширение
уравнений для модельных исследований инвази-
онных процессов других видов с независимым
противодействием, например динамика осцил-
лирующей вспышки вредителей лесов в канад-
ских провинциях Онтарио и Нью-Брансуик каче-
ственно схожа с изменениями численности при
инвазии Mnemiopsis leidyi в Южном Каспии в
2000–2010 гг. после появления вредоносного
гребневика у берегов Ирана [41].
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A Continuous Model for Oscillating Outbreak Population of the Phytophagous Moth, 
Tent Caterpillar, Malacosoma disstria (Lepidoptera, Lasiocampidae)

 A.Yu. Perevaryukha

St. Petersburg Institute for Informatics and Automation, Russian Academy of Sciences,
14-ya Linia 39, St. Petersburg, 199178 Russia

Outbreaks of individual species population are important phenomena in many aspects and not alike in terms
of a theory of multispecies community dynamics. Outbreaks of insect population develop more quickly with
long-lasting effects experienced by the forest industry. These events are considered extreme unbalanced and
transient processes. The mechanisms of the development and subsidence of insect outbreaks differ in differ-
ent taxonomic groups of pests. The duration and occurrence of repeated outbreaks of psyllids and forest
moths, affecting deciduous or coniferous forests in the same region, are different. Computational simulation
is needed for understanding the dynamics of insect outbreaks. For the mathematical description of the out-
breaks of forest tent caterpillar, in addition to the threshold version of the development of the insect outbreak,
it is interesting to modify the continuous computational models for the analysis of f luctuation dynamics. In
this paper, we simulate  dynamics of spontaneously damped oscillations under specific scenario during pop-
ulation outbreak using a continuous model with delayed regulation and nonlinear counteraction from the bi-
otic environment. The scenario described by the new phenomenological equation, which consists of a series
of different-sized maxima and with a final attenuation of peaks near balance, is realized for the pest tent cat-
erpillar, Malacosoma disstria, which affects deciduous forests in North America leading to large-scale defoli-
ation. The new scenario is qualitatively different from our model of the threshold development and subsid-
ence of outbreaks of the psyllid, Cardiaspina albitextura, in Australia.

Keywords:  extreme ecosystem dynamics, insect outbreaks, damped population fluctuations, models of oscillatory
dynamics of populations, equations with delay, bifurcations, forest tent caterpillar Malacosoma disstria, forest de-
foliation
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Проведено исследование динамики смены первостепенных маховых перьев у нескольких видов во-
робьиных птиц в естественных условиях и в лабораторных при содержании на разных фотоперио-
дах, а также при раннем начале послебрачной линьки, вызванном переводом птиц зимой на пятна-
дцатичасовой эффективный для роста гонад фотопериод. За пять лет наблюдений во все исследуе-
мые периоды в динамике начала роста новых маховых перьев для группы птиц в целом установлен
околотрехсуточный биоритм. При режимах освещения свет : темнота, составляющих (в часах) 20 : 4,
17 : 7, 14 : 10 и 12 : 12, временные интервалы между сменой смежных первостепенных маховых перьев
кратны трем суткам. При сопоставлении фазы трехсуточного биоритма с динамикой внешних атмо-
сферных и гелиогеофизических процессов установлена наиболее значимая ее связь с экстремумами
изменения скорости вращения Земли вокруг своей оси. Таким образом, внешние факторы, на ко-
торые влияют экстремальные значения изменения скорости вращения Земли, могут быть синхро-
низаторами исследуемого биоритма. 

Ключевые слова:  инфрадианные биоритмы, синхронизаторы, линька, гормоны.
DOI: 10.31857/S0006302920010172

В настоящее время изучение временной орга-
низации биологических систем остается актуаль-
ной медико-биологической проблемой. По срав-
нению с суточными и сезонными, биологические
ритмы в инфрадианном диапазоне (более 28 ч) и
механизмы их синхронизации внутри одного ор-
ганизма и между разными особями недостаточно
изучены.

По мнению ряда исследователей фактором,
синхронизирующим инфрадианные биоритмы,
являются вариации естественных низкочастот-
ных электромагнитных полей, сопровождающие
гелиогеофизические процессы [1]. В пользу этого
утверждения приводятся факты совпадения око-
лонедельной и околомесячной периодики фи-
зиологических показателей и индексов геомаг-
нитной активности. Установлена связь среднесу-
точных значений Bz-компоненты межпланетного
магнитного поля (ММП) с ежесуточным количе-
ством вызовов скорой помощи по поводу ин-
фаркта миокарда [2]. Выявлена реакция эпифиза
к слабым переменным электромагнитным полям.

Так, при экспериментальном воздействии элек-
тромагнитного поля частотой 50 Гц и магнитной
индукцией 100 мкТл у самцов крыс Вистар сни-
жается продукция мелатонина в эпифизе и уро-
вень этого гормона в сыворотке крови [3]. При
естественных геомагнитных бурях, сопровожда-
ющихся изменением магнитной индукции в 100–
200 нТл, также наблюдается снижение уровня ме-
латонина как у животных, так и у человека [4, 5].

Для выявления закономерностей инфрадиан-
ных биоритмов может быть использована оценка
ритмичности процесса линьки у птиц. Замена
первостепенных маховых перьев у воробьиных
птиц происходит последовательно – от десятого,
самого внутреннего, к первому, дистальному пе-
ру. Согласованность моментов начала роста но-
вых маховых перьев в пределах одного крыла, а
также синхронизация роста соответствующих ма-
ховых перьев на обоих крыльях во время линьки
необходима для сохранения способности птицы к
слаженному полету, что имеет важное значение
для выживания птицы в естественной среде оби-
тания [6].Сокращениe: ММП – межпланетное магнитное поле.

УДК 57.034:591.147.1:591.169.1:57.045
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У скворцов, находящихся в процессе линьки,
была установлена связь околотрехсуточной рит-
мичности выпадения первостепенных маховых
перьев с динамикой концентрации тироксина в
сыворотке крови [7]. Известно, что для обеспече-
ния достаточного для синтеза нового оперения
уровня метаболизма у птиц в период линьки в
крови значительно повышается концентрация
гормонов щитовидной железы [8]. Индивидуаль-
ное изучение динамики смены оперения показа-
ло, что между началом роста смежных первосте-
пенных перьев проходило, в зависимости от
интенсивности линьки, определяющейся в ос-
новном фотопериодом, либо шесть либо девять
суток. При этом начало роста нового пера прихо-
дилось на акрофазу (момент времени в цикле, в
котором наблюдается максимум показателя)
трехсуточного ритма концентрации тироксина.
Однако нельзя исключить возможные влияния на
периодичность смены оперения и других ритми-
чески изменяющихся факторов внутренней сре-
ды организма. Так, глюкокортикоидные гормо-
ны, в отличие от тиреоидных, напротив угнетают
пролиферацию эпителиальных клеток и рост пе-
ра [9, 10]. 

Работы, посвященные исследованию инфра-
дианных биоритмов концентрации гормона щи-
товидной железы, немногочисленны. Так, в ис-
следовании на крысах показана ритмичность
процессов метаболизма алкоголя с периодом 6
сут, которая обусловлена уровнем тироксина [11].
Нами был установлен околотрехсуточный био-
ритм концентрации гормонов щитовидной желе-
зы, достоверно выявляющийся в период интен-
сивного роста у самцов крыс Вистар и кроликов
породы «Шиншилла» и в период линьки у обык-
новенных скворцов (Sturnus vulgaris) [12]. Одно-
временное исследование динамики тиреоидных
гормонов у перечисленных видов животных с
учетом формы их суточной активности выявило
синфазное проявление околотрехсуточного био-
ритма, что указывает на существование внешнего
синхронизатора. Было установлено, что макси-
мальный уровень гормонов щитовидной железы
совпадал с экстремумами ежесуточного измене-
ния скорости вращения Земли вокруг своей оси,
что указывает на возможную роль этого фактора в
синхронизации биоритма. Однако это исследова-
ние было кратковременным и выполнено на дан-
ных мониторинга в течение нескольких месяцев
одного года.

Таким образом, целью исследования было
установить возможные внешние синхронизаторы
околотрехсуточного биоритма смены оперения у
воробьиных птиц на основе продолжительных
исследований, проведенных в разные годы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование динамики линьки проводили в

течение пяти лет (с 2013 по 2017 гг.).
В 2013 г. изучали влияние продолжительности

светового дня на динамику смены оперения в
процессе послебрачной линьки у самцов обыкно-
венной зеленушки (Chloris chloris) (19 особей), от-
ловленных 22.06.2013 г. – 24.06.2013 г., и 12 перво-
годков полевого воробья (Passer montanus), взятых
25.06.2013 г. – 26.06.2013 г. из четырех разных
гнезд второй кладки. Зеленушек содержали в от-
дельных клетках (40 × 30 × 30 см). Были сформи-
рованны четыре экспериментальные группы с
разными режимами свет : темнота (в часах):
12 : 12, 14 : 10, 17 : 7, 20 : 4. Полевых воробьев со-
держали группой по четыре особи в клетке
(60 × 60 × 60 см) при различных режимах освеще-
ния (свет : темнота, в часах): 12 : 12, 14 : 10, 17 : 7.
Птиц разных экспериментальных групп содержа-
ли в отдельных помещениях, но акустический ка-
нал связи между особями сохранялся.

Летом в течение 2014–2016 гг. проводили ис-
следование динамики смены оперения у зелену-
шек, живущих в природе. В июне 2015–2016 гг.
регистрировали динамику начала роста перьев у
обыкновенных поползней (Sitta europaea). Отлов
птиц проводили утром на прикормке. Датой на-
чала роста пера считали момент появления пиг-
ментации и набухания в области перьевого зачат-
ка, что наблюдается у воробьиных птиц за трое
суток до выпадения старого первостепенного ма-
хового пера. Момент начала роста пера у пойман-
ных птиц определяли после измерения длины
трубочки нового пера, исходя из того, что выпа-
дение махового пера наблюдается при достиже-
нии новым середины глубины перьевой сумки,
после чего суточный прирост перьевой трубочки
постоянен в течение последующих шести-восьми
суток. 

Данные по началу роста первостепенных ма-
ховых перьев за период с марта по май 2015 г. бы-
ли получены от самцов зеленушек (n = 9) и щег-
лов Carduelis сarduelis (n = 10), предварительно от-
ловленных в природе, которые 3 января 2015 г.
были переведены на пятнадцатичасовой искус-
ственный световой режим, эффективный для раз-
вития гонад. Благодаря более раннему достиже-
нию готовности к размножению такие птицы так-
же раньше положенного срока начинают
послебрачную линьку [13]. На следующий год ис-
следование было проведено на 22 самцах зелену-
шек, переведенных на пятнадцатичасовой фото-
период 22, 25, 26 и 28 декабря 2015 г. соответ-
ственно, в разной фазе двенадцатисуточного
инфрадианного биоритма. Динамику начала ро-
ста первостепенных маховых перьев весной
2017 г. исследовали у самцов зеленушек (n = 24),
переведенных на пятнадцатичасовой фотопериод
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22, 23 и 24 декабря 2016 г. (по восемь особей в
день) соответственно в разные фазы трехсуточно-
го биоритма.

Всех задействованных в эксперименте птиц
содержали в условиях искусственного освещения
интенсивностью около 1000 лк на уровне жердо-
чек от источника с цветовой температурой
4200 К. Во всех схемах автоматического включе-
ния и выключения света середина темнового пе-
риода приходилась на полночь.

Выпадение первостепенных маховых перьев у
птиц в неволе регистрировали ежедневно в конце
светового периода. У особей, проявляющих вы-
сокую двигательную активность, старые перья, не
задерживаясь, выпадали сразу после достижения
нового перьевого зачатка длины 3–4 мм (середи-
на глубины перьевой сумки). У малоподвижных
особей, в основном полевых воробьев, старое пе-
ро иногда не выпадало дольше, поэтому для более
точного определения момента начала роста ново-
го пера птиц брали в руки и измеряли длину рас-
тущих перьевых трубочек.

Нужно учитывать, что изменение тренда пока-
зателя количества перьев, начавших рост в опре-
деленную календарную дату, при регистрации в
лабораторных условиях определяется числом
птиц, вступивших в линьку. При регистрации в
природе от одной пойманной птицы полученные
даты начала роста новых перьев распределяются
на восемь-девять предыдущих дней, так как оцен-
ка начала роста пера осуществляется ретроспек-
тивно, по длине трубочки нового пера. Таким об-
разом, число птиц, пойманных в один день, не
определяет увеличение исследуемого показателя
в какой-либо определенный день, а распределя-
ется равновероятно на окно в восемь-девять дней
и определяет только увеличение тренда динамики
количества перьев, начавших рост за предыду-
щую декаду. В 2014 г. и 2016 г. поимку птиц осу-
ществляли более или менее равномерно, а в
2015 г. – сериями, что не привело к какому-либо
изменению трехсуточной динамики исследуемо-
го показателя, как будет описано в подразделе
«Динамика смены первостепенных маховых пе-
рьев у разных видов воробьиных птиц».

Динамику двигательной активности регистри-
ровали у находившихся в одной клетке трех сам-
цов зеленушек и индивидуально содержавшегося
в отдельном помещении самца поползня с помо-
щью разработанной К.Л. Кравченко с соавторами
системы [14], состоящей из камеры, персональ-
ного компьютера и программы анализа последо-
вательных изображений на долю пикселей, изме-
нивших свою интенсивность в интервале 10 с в
выделенной области регистрации движения. По-
казатели суммарной суточной двигательной ак-
тивности были получены путем суммации услов-

ных единиц двигательной активности за каждые
10 с. 

Данные о смене знака среднего магнитного
поля Солнца, определяемого как суммарный маг-
нитный поток с диска Солнца, и смены секторов
межпланетного магнитного поля брали с сайта
Wilcox Solar Observatory (http://wso.stanford.edu).
Ежесуточные данные об атмосферном давлении и
о среднесуточной температуре воздуха были взя-
ты из базы данных Всемирной метеорологиче-
ской организации (WMO) (http://www.wmo.int).
Показатели скорости вращения Земли вокруг
своей оси даны на сайте Международной службы
вращения Земли (http://www.iers.org). Значения
Bz-компоненты ММП и Ар-индекса геомагнит-
ной активности взяты с сайтов https://omniweb.
gsfc.nasa.gov/ow.html и ftp://ftp.gfz-potsdam.de/
pub/home/obs/kp-ap/wdc соответственно.

Для выявления связи ритмичности смены опе-
рения с динамикой факторов внешней среды
проводили их спектральный анализ, а также стро-
или распределение числа случаев начала роста
перьев относительно экстремума физического
параметра, так как внешний синхронизатор био-
ритмов не обязательно должен строго коррелиро-
вать с динамикой биологического параметра, до-
статочно лишь совпадение его экстремальных
значений с определенной фазой биоритма. Нуж-
но отметить, что скорость вращения Земли во-
круг своей оси очень хорошо прогнозируется
(http://www.iers.org), а реально измеренные зна-
чения иногда имеют «случайные» выбросы. По-
этому анализ проводили как относительно про-
гнозных дат экстремума изменения скорости вра-
щения Земли, так и относительно реально
зарегистрированных. В случае если два смежных
дня имели одинаковые пиковые значения изме-
нения скорости вращения Земли, экстремумом
считали первый из них. Вероятность неслучайно-
го совпадения экстремумов изменений скорости
вращения Земли с максимумами динамики коли-
чества перьев, начавших рост, оценивали по z-те-
сту для оценки двух выборочных долей.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Динамика смены первостепенных маховых пе-
рьев у разных видов воробьиных птиц. На рис. 1
представлены календарные даты начала роста
первостепенных маховых перьев в процессе
линьки у разных видов птиц. 

На рис. 2 приведена гистограмма, построен-
ная на основе представленных на рис. 1 данных и
дающая представление о распределении ампли-
туд флуктуаций числа случаев начала роста пера,
определяемых как Δi = |xi+1 – xi|, где xi – i-e значе-
ние временного ряда. 
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Полученная зависимость хорошо аппрокси-
мируется степенной функцией вида

N(x) = 243.2x–1.69, (1)
где x – амплитуда флуктуаций. Данная аппрокси-
мирующая кривая на рис. 2 обозначена как N(x).
Там же для сравнения дана кривая, соответствую-
щая распределению Пуассона с параметром, рав-
ным 1.3, которая наиболее близка к исходному
распределению.

Для нахождения спектра динамики количе-
ства начал роста первостепенных маховых перьев
для каждого из временных массивов (рис. 1а–ж)
на основе быстрого преобразования Фурье были
рассчитаны индивидуальные спектры, которые
после этого почленно суммировали, в результате

был получен суммарный спектр, представленный
на рис. 3.

Координаты пика спектра, представленного
на рис. 3, равны 3.06 суток. Основываясь на том,
что частотное разрешение по периоду примерно
равно величине, обратной временному интерва-
лу, на котором получены отсчеты сигнала и рав-
ному 40–60 суток, мы можем получить оценку
точности определения представленного на рис. 1
периода как 3.06 ± 0.1 суток.

Динамика смены оперения у группы зелену-
шек и воробьев, содержавшихся в разных поме-
щениях, представлена на рис. 4. Для определения
синхронности представленных на рис. 4 кривых
использовали функцию

(2)

где

(3)

Данная функция в общем случае позволяет
оценить степень сонаправленности двух кривых,
а в случае, если xi и yi являются функциями вре-
мени, – синхронность изменений их динамики. В
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Рис. 1. Календарные даты начала роста первостепенных маховых перьев в процессе линьки у птиц разных видов. По
оси абсцисс – календарная дата, по оси ординат – число случаев начала роста пера. (а) – Зеленушки и полевые
воробьи в неволе, 2013; (б) – зеленушки в природе, 2014; (в) – зеленушки и щеглы в неволе, 2015; (г) – поползни в июне
и зеленушки в июле-августе в природе, 2015; (д) – зеленушки в неволе, 2016; (е) – поползни в июне и зеленушки в июле
в природе, 2016; (ж) – зеленушки в неволе, 2017. 
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случае полной синхронности хода двух кривых
S = 1. В случае полной асинхронности S = 0. Оче-
видно, что для реальных кривых полная синхрон-
ность и полная асинхронность реализуются до-
статочно редко. Для рассматриваемых нами кри-
вых, показанных на рис. 4, S = 0.9, что говорит об
очень высокой степени их синхронности. Таким
образом, околотрехсуточный ритм, наблюдаю-
щийся в процессе смены первостепенных махо-
вых перьев, у разных видов синхронен. 

Известно, что темп смены оперения при линь-
ке зависит от длины светового дня: чем короче
фотопериод, тем интенсивней обновляется пе-
рьевой покров птицы. Этот феномен объясняется
работой приспособительного механизма фотопе-

риодического контроля смены оперения у птицы,
благодаря которому обеспечивается подстройка
сроков окончания линьки до наступления осен-
них неблагоприятных условий [15]. В нашем ис-
следовании у птиц, содержавшихся на длинном
фотопериоде (освещение 20 ч в сутки), медиана
временного интервала между сменой смежных
первостепенных маховых перьев составила 15 су-
ток, а у особей, содержавшихся при 14- и 17-часо-
вом фотопериоде – 9 суток, тогда как при 12-ча-
совом фотопериоде – 6 суток (рис. 5). Все эти
временные интервалы кратны трем суткам, что
указывает на общность регуляции ритма смены
оперения в широком диапазоне фотопериодов,
вероятно, связанной с трехсуточным биоритмом

Рис. 2. Суммарное распределение амплитуд флуктуаций, построенное на основе временных рядов, представленных на
рис. 1. По оси абсцисс даны значения величин амплитуд флуктуаций, определяемых как Δi = |xi+1 – xi|, где xi – i-e
значение временного ряда; по оси ординат – число случаев встречаемости данного значения амплитуды флуктуаций
(Δi).

Рис. 3. Суммарный спектр, полученный суммированием индивидуальных спектров, построенных на основе
временных рядов, представленных на рис. 1.
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изменения концентрации гормонов щитовидной
железы.

Однако нужно отметить, что после резкого со-
кращения светового дня (перевод птиц с посто-
янного освещения на 12-часовой фотопериод и с
17-часового на 8-часовой режим освещения)
между сменой смежных первостепенных маховых
перьев проходило либо 1.5–2, либо 4–4.5 суток.
Полагаем, что этот факт поможет более глубоко
разобраться в механизмах формирования и син-
хронизации инфрадианных биоритмов смены
оперения и концентрации гормонов щитовидной
железы.

Таким образом, установленный нами факт
синхронного проявления околотрехсуточного
ритма смены оперения у двух видов птиц и на-
блюдающаяся при разной интенсивности линьки
кратность интервала между сменой последова-
тельных первостепенных маховых перьев трем
суткам могут указывать на существование у птиц
очень точно поддерживаемого эндогенного рит-
ма, который синхронизируется внутри популя-
ции посредством взаимодействия отдельных осо-
бей между собой и даже между разными видами.
Однако исследованные виды птиц отличаются по
образу жизни, кормовой базе, а также срокам и
продолжительности периода размножения, по-
этому трудно предположить возможную целесо-

Рис. 4. Динамика смены первостепенных маховых перьев у группы зеленушек и воробьев, содержавшихся в разных
помещениях, в период с 10 июля по 21 августа 2013 г. По оси абсцисс – календарная дата, по оси ординат – число
перьев начавших рост.

Рис. 5. Продолжительность временных интервалов между сменой смежных первостепенных маховых перьев при
содержании птиц в условиях разного фотопериода. По оси абсцисс – продолжительность интервала (в сутках), по оси
ординат – количество случаев.
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образность синхронизации эндогенного ритма
между этими видами. Более того, нами был пока-
зан синфазный характер околотрехсуточного
ритма концентрации гормонов щитовидной же-
лезы у кроликов и скворцов [12]. Эволюционно
класс млекопитающих разошелся с классом птиц
310 млн лет назад [16], поэтому крайне маловеро-
ятно, что синфазность этого ритма у кроликов и
скворцов сохранилась только на основе эндоген-
ных механизмов. С большой степенью вероятно-
сти можно утверждать, что существуют один или
несколько внешних синхронизаторов этого био-
ритма. В настоящей работе мы предприняли по-
пытку установить эти внешние синхронизаторы. 

Связь фазы околотрехсуточного биоритма сме-
ны оперения с экстремумами скорости вращения
Земли и сменой знака межпланетного магнитного
поля. Для всех серий наблюдений, среди рассмот-
ренных внешних факторов, нами установлена
связь моментов начала роста первостепенных ма-
ховых перьев с расчетными прогнозируемыми
экстремумами изменения скорости вращения
Земли вокруг своей оси (рис. 6а). Представлен-
ные на данном рисунке графики получены путем
распределения методом наложенных эпох коли-
чества случаев начала роста новых перьев относи-
тельно прогнозируемых дат экстремумов измене-
ния скорости вращения Земли. 

Максимальное количество зарегистрирован-
ных моментов начала роста первостепенных пе-
рьев наблюдается за трое суток, в момент и через
трое суток относительно прогнозируемого экс-
тремума изменения скорости вращения Земли
вокруг своей оси. На рис. 6б (кривая 2) приведен
график, полученный суммированием кривых,
представленных на рис. 6а. Так, в нулевой день
получено 219 случаев начала роста новых перьев,
а в среднем на каждый день полученного распре-
деления приходится 129 событий. Так как при
подсчете суммировали данные и по отловленным
в природе птицам, мы представляем распределе-
ние числа отловленных птиц относительно дат
экстремума изменения скорости вращения Земли
(рис. 6в).

Также мы выполнили распределение методом
наложенных эпох количества случаев начала ро-
ста новых перьев относительно реальных дат экс-
тремумов изменения скорости вращения Земли
(рис. 6б, кривая 1). Можно заметить, что числен-
ные различия между максимумами и минимума-
ми сократились, но характер распределения со-
хранился: на нулевой день приходится 205 случа-
ев начала роста новых перьев, а в среднем на
каждый день полученного распределения прихо-
дится 150 событий. 

Мы выполнили оценку вероятности совпаде-
ния экстремумов изменения скорости вращения
Земли с максимумами динамики количества на-

чавших рост перьев, имеющей околотрехсуточ-
ный ритм. Методом наложенных эпох выполнено
распределение максимумов динамики числа на-
чавших рост перьев относительно экстремума из-
менения скорости вращения Земли. Оказалось,
что за сутки до прогнозного экстремума измене-
ния скорости вращения Земли зарегистрировано
11 максимумов, в день экстремума – 35 максиму-
мов, а через сутки после дня экстремума – 8 мак-
симумов динамики числа начавших рост перьев.
Таким образом, совпадения прогнозируемых
экстремумов изменений скорости вращения Зем-
ли с максимумами динамики количества начав-
ших рост перьев зарегистрированы в 35 случаях
(65%) при средней вероятности совпадения 33%;
по z-тесту для оценки двух выборочных долей,
эти доли статистически значимо различаются
между собой с р = 0.002. Совпадения реально из-
меренных экстремумов скорости вращения
Земли с максимумами в динамике количества на-
чавших роста перьев отмечены в 55% случаев. По
z-тесту для оценки долей эта доля статистически
значимо отличается от средней с р = 0.03. Таким
образом, нами установлены совпадения макси-
мумов в динамике числа перьев, начавших рост,
как с прогнозными, так и с реальными экстрему-
мами изменения скорости вращения Земли во-
круг своей оси, однако для прогнозных эта зако-
номерность более выражена и имеет большую
степень достоверности.

Также для всех серий наблюдений с использо-
ванием метода наложенных эпох установлена
связь моментов начала роста нового пера с мо-
ментами смены знака с минуса на плюс среднего
магнитного поля Солнца (рис. 7а). Максималь-
ное число случаев начала роста новых перьев,
равное 98 случаям, отмечено через сутки после
смены знака этого физического параметра
(рис. 7б, кривая 1) при среднем уровне в 61 случай
и общем количестве случаев 606.

Аналогичная связь динамики начала роста
первостепенных маховых перьев выявлена с мо-
ментами смены границ секторной структуры
ММП с минуса на плюс (рис. 7б, кривая 2). Так,
максимальное число случаев начала роста перьев
(53 случая) отмечено через сутки после смены
знака ММП с минуса на плюс при среднем уров-
не 33 случая в сутки и общем количестве случаев,
равном 333. 

Тем не менее использование методики, кото-
рая привела к результатам, представленным на
рис. 6 и 7, для исследования околотрехсуточной
ритмичности в динамике атмосферного давле-
ния, температуры воздуха, Ар-индекса геомагнит-
ной активности и Bz-компоненты ММП не вы-
явило связи моментов начала роста первостепен-
ных маховых перьев с перечисленными
параметрами.
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Рис. 6. Распределение методом наложенных эпох количества случаев начала роста первостепенных маховых перьев
относительно прогнозных дат экстремума изменения скорости вращения Земли вокруг своей оси в разные годы (а),
суммарно за 2013 – 2017 гг. (б, кривая 2) и числа отловленных птиц (в), а также количества случаев начала роста
первостепенных маховых перьев относительно реальных дат экстремума изменения скорости вращения Земли (б,
кривая 1). По оси абсцисс – сдвиг (в сутках) относительно экстремума изменения скорости вращения Земли вокруг
своей оси; по оси ординат: (а) и (б) – число случаев зарегистрированных моментов начала роста пера, (в) – число
отловленных птиц. Указаны стандартные ошибки.
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Рис. 7. Распределение методом наложенных эпох количества случаев начала роста первостепенных маховых перьев
относительно даты смены знака среднего магнитного поля Солнца с минуса на плюс за разные годы (а), суммарно за
2013 – 2017 гг. (б, кривая 1) и относительно даты смены границы секторной структуры ММП с минуса на плюс (б,
кривая 2). По оси абсцисс – сдвиг (в сутках) относительно даты смены знака; по оси ординат – число случаев
зарегистрированных моментов начала роста пера. Указаны стандартные ошибки.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе нами установлено, что ди-

намика смены первостепенных маховых перьев у
особей разных видов как в природных условиях,
так и содержавшихся в широком диапазоне фото-
периодов (от 20 до 12 часов) имеет период, рав-
ный 3.06 ± 0.1 суток. Применение метода нало-
женных эпох позволило выявить связь около-
трехсуточного биоритма смены первостепенных
маховых перьев с экстремумами скорости враще-
ния Земли вокруг своей оси и с изменением знака
с минуса на плюс среднего магнитного поля
Солнца и межпланетного магнитного поля.

Нужно отметить, что экстремумы изменения
скорости вращения Земли наблюдаются пример-
но каждые пять-девять суток, тогда как смена
знака ММП с минуса на плюс происходит реже,
один-два раза в месяц. Таким образом, более ве-

роятно, что синхронизатором этого биоритма яв-
ляется физический фактор, тесно связанный с из-
менением скорости вращения Земли вокруг сво-
ей оси.

Ранее установлена система 12.175- и 4.058-су-
точных биоритмов митотической активности
эпителия пищевода и концентрации глюкокор-
тикоидных гормонов и связанной с ней локомо-
торной активности у млекопитающих и птиц [17,
18]. Также 12.175- и 4.058-суточная периодич-
ность установлена в ряде гелиогеофизических и
погодных факторов [19]. С целью установления
общности природы синхронизатора инфрадиан-
ных ритмов представляется важным сопоставить
фазы 4.058-суточных и околотрехсуточных био-
ритмов.

Исследование взаимосвязи этих инфрадиан-
ных биоритмов проводили с 26 февраля по 30 ап-
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реля 2017 г. Фазу околочетырехсуточных биорит-
мов определяли по динамике интенсивности су-
точной двигательной активности птиц.
Подходящими объектами оказались содержа-
щийся в индивидуальной клетке самец поползня
и три совместно живущих самца зеленушки. Ве-
роятно, у зеленушек социальные контакты с про-
явлением доминирующего поведения одних осо-
бей над другими благоприятствуют проявлению
околочетырехсуточной ритмичности суммарной
двигательной активности. Динамики интенсив-
ности суточной двигательной активности у груп-
пы зеленушек и одного поползня, содержавших-
ся в разных помещениях, имели четырехсуточ-
ную периодичность, синхронную между собой –
коэффициент сонаправленности равен S = 0.7
(рис. 8). Максимумы активности отмечались 1–2,
5–6, 10, 15, 19, 23, 26–28 и 31 марта, 4, 8, 11–12, 16,
20, 25 и 28 апреля 2017 г. В период 14–15 марта на-
блюдалось смещение акрофазы околочетырехсу-
точного биоритма на сутки вперед, а с 19 марта по
30 апреля четырехсуточный ритм двигательной
активности сохранял свою фазу. При этом парал-
лельно регистрируемый у группы зеленушек
(n = 24) околотрехсуточный биоритм смены пер-
востепенных маховых перьев (рис. 1ж) в период с
26 февраля по 13 апреля, напротив, не изменял
своей фазы. Таким образом, фазовая взаимосвязь
околотрехсуточного и околочетырехсуточного
ритмов отсутствует, что указывает на разную при-
роду синхронизаторов инфрадианных ритмов
двигательной активности и смены оперения.
Аналогичный вывод был получен при исследова-
нии взаимосвязи инфрадианных биоритмов глю-
кокортикоидных и тиреоидных гормонов у кро-
ликов [12].

Следует отметить, что при раздельном содер-
жании в индивидуальных клетках после помеще-
ния на эффективный для развития гонад 15-часо-
вой фотопериод молодые тусклоокрашенные
самцы зеленушек начали линять через 77–83 су-
ток, средние через 89–93 суток, а яркие доми-
нантные особи – через 101–102 суток. Однако
при содержании по три особи в клетке наиболее
супрессированные особи начали линьку через
65–68 суток, средние через 78–80 суток, а доми-
нантные – через 89–93 суток, что в среднем на
12 суток раньше соответственных сроков для
птиц, содержавшихся в индивидуальных клетках
[20]. Таким образом, в разности индивидуальных
продолжительностей репродуктивного периода
четко прослеживается кратность 12 суткам. Веро-
ятно, данный факт указывает на то, что отсчет
продолжительности репродуктивного периода в
организме птиц осуществляется 12-суточными
временными интервалами, механизм которого
пока неизвестен.

В рамках настоящего исследования прямая
связь между ежесуточным изменением скорости
вращения Земли и количеством первостепенных
перьев, начавших рост, отсутствует. Связь этих
показателей определяется через совпадение экс-
тремумов изменения скорости вращения Земли с
отдельными акрофазами околотрехсуточного
биоритма смены оперения. На графике распреде-
ления количества перьев, начавших рост относи-
тельно экстремума изменения скорости враще-
ния Земли (рис. 6), максимальное значение отме-
чается не только в данный день, но и за трое суток
до и после этого события, что указывает именно
на явление синхронизации околотрехсуточного
биоритма этим внешним фактором, а не на пря-
мую зависимость количества перьев, начавших

Рис. 8. Динамика суммарной суточной двигательной активности самца поползня и трех самцов зеленушек. По оси
абсцисс – календарные даты; по оси ординат – двигательная активность, усл. ед.
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рост от изменения скорости вращения Земли.
Подобно тому, как циркадианная система био-
ритмов синхронизуется режимом смены дня и
ночи, околотрехсуточные биоритмы синхронизи-
рованы внешним фактором, сопряженным с из-
менением скорости вращения Земли вокруг сво-
ей оси.

Как отмечалось выше, в качестве основного
ритмозадающего периода мы рассматриваем око-
лотрехсуточный ритм. Обнаружение связи дан-
ного периода с экстремумами флуктуаций скоро-
сти вращения Земли ставит задачу рассмотрения
спектра периодов таких флуктуаций для анализи-
руемого в настоящей работе инфрадианного диа-
пазона. Эта задача была изучена в работе [21], где
было показано существование набора периодов
9.1, 13.7 и 27.3 суток. Первые два из них можно
рассматривать, как третьмесячную и полумесяч-
ную гармоники периода 27.3 суток. Найденный
нами период, как легко видеть, в пределах точно-
сти близок к девятой гармонике периода 27.3 су-
ток, составляющей 3.03 суток. В то же время в
исследованных нами спектрах периоды 9.1 и
13.7 суток как правило отсутствуют. Изредка
встречаются близкие к ним периоды, но их ам-
плитуда как минимум на порядок меньше перио-
да 3.06 ± 0.1 суток.

Несмотря на то что околотрехсуточный пери-
од хорошо вписывается в рассматриваемый
спектр, предположение о прямом воздействии
лунно-солнечных приливных сил, обуславливаю-
щих неравномерное вращение Земли и ответ-
ственных за появление рассматриваемого спек-
тра периодов, кажется маловероятным в силу их
чрезвычайной малости. Рассмотрим возможный
механизм опосредованного действия околотрех-
суточного периода на биосистемы.

Как отмечается в работе [22], неравномерность
скорости вращения Земли является механизмом,
который поддерживает и служит энергетической
«подпиткой» собственных колебаний Земли. В
свою очередь, как показано в ряде работ [23–28],
собственные колебания Земли модулируют прак-
тически все параметры биосферы: микрофлукту-
ации электрического и магнитного полей Земли,
атмосферного давления, уровня грунтовых вод и
т.д. Спектры периодов, совпадающие со спек-
тральными составляющими спектра собственных
колебаний Земли, найдены во временных рядах
флуктуаций скорости α-распада [29], шумов в
электронных приборах [30]. Частоты, принадле-
жащие спектру собственных колебаний Земли,
обнаружены также при исследованиях различных
биологических систем [31]. 

Суммируя вышесказанное, можно отметить,
что предполагаемый механизм проявления рас-
сматриваемого околотрехсуточного периода, свя-
зан с периодическим влиянием неравномерно-

стей в скорости вращения Земли на амплитуды
спектральных компонент ее собственных колеба-
ний, которые, в свою очередь, через параметры
среды обитания воздействует на динамику иссле-
дуемых биосистем. Однако выявить, какой имен-
но внешний фактор является синхронизатором
исследуемого биоритма, можно только путем по-
становки эксперимента с экранированием от воз-
можных вторичных физических посредников,
влияющих на биологические системы. 

ВЫВОДЫ
1. В динамике смены оперения у особей раз-

ных видов, как в природных условиях, так и при
содержании в широком диапазоне фотопериодов
(от 20 до 12 часов), проявляется период, равный
3.06 ± 0.1 суток.

2. Методом наложенных эпох выявлена связь
околотрехсуточного биоритма смены первосте-
пенных маховых перьев с экстремумами скорости
вращения Земли вокруг своей оси и с изменением
знака с минуса на плюс среднего магнитного поля
Солнца и межпланетного магнитного поля.

3. Фазовая взаимосвязь околочетырехсуточно-
го биоритма двигательной активности и около-
трехсуточной ритмичности смены оперения от-
сутствует, что указывает на то, что внешние син-
хронизаторы этих биоритмов различны.
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Dynamics of the Replacement of the Primary Flight Feathers of Passerine Birds, 
Possible Factors in Synchronization

 M.E. Diatroptov*, V.A. Panchelyuga**, and A.A. Stankevich**

*Severtsov Institute of Ecology and Evolution, Russian Academy of Sciences,
Leninskii prosp. 33, Moscow, 119071 Russia 

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

The study to be reported here was undertaken to investigate the dynamics of the replacement of the primary
flight feathers in several passerine bird species under natural and laboratory conditions. Birds were kept under
different photoperiods in early stages of molting after breeding. The early onset of molting occurred when
birds were moved in winter to the chamber with a 15-hour photoperiod, which was effective for gonadal de-
velopment. Based on observations over five-year period of the birds subjected to all photoperiods under study,
it was shown that in general, periodicity in the beginning of new flight feather development during passerine
bird molting was about 3 days. Under a light-dark schedule (hrs), 20 light (L) : 4 dark (D), 17L : 7D, 14L : 10D
and 12L : 12D, the time intervals between the replacement of adjacent primary f light feathers were multiples
of 3 days. After a comparison of the phase of a 3-day biorhythm and the dynamics of external atmospheric
and heliogeophysical processes, it was found that there is more significant relation between the extremums of
changing the rotational speed of the Earth around its axis. Thus, these external factors, influenced by the ex-
tremums of changing the rotational speed of the Earth, can be considered synchronizers of the biorhythm of
interest.

Keywords: infradian biorhythms, synchronizers, molting, hormones
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ЗАКРУЧЕННОГО ПОТОКА В ПОЛОСТИ ЛЕВОГО ЖЕЛУДОЧКА 

У ЖИВОТНЫХ РАЗЛИЧНОГО РАЗМЕРА НА ОСНОВАНИИ КОНЦЕПЦИИ 
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Целью работы являлось обоснование единого механизма обтекания проточного канала левого же-
лудочка сердца независимо от принадлежности виду на основании анатомического исследования
принципов ориентации трабекул в полости левого желудочка экспериментальных животных разно-
го размера (крыс, кроликов, собак) и человека. Измерение внутрисердечного трабекулярного ре-
льефа производили на слепках полости левого желудочка животных разного размера и человека.
Слепки каждого вида животных и человека выбирали примерно одинакового размера, что позволи-
ло повысить достоверность измерений. В качестве гидродинамической модели для количественной
оценки параметров внутрисердечного кровотока были использованы точные решения нестацио-
нарных уравнений гидродинамики для класса смерчеобразных закрученных потоков вязкой жидко-
сти. Построение графической зависимости степени закрутки от объемного показателя струи пока-
зало непрерывность гиперболической функции на всех слепках с высокой точностью аппроксима-
ции полученных данных (R2 варьирует от 0.7963 до 0.9081), то есть все точки, принадлежащие этим
зависимостям, соответствуют условию сходимости ZiRi

2 = const и могут принадлежать сингулярной
закрученной струе, образуя ограничивающую ее поверхность. Графическое отображение зависимо-
сти объемного показателя струи от продольной координаты при различных углах фиксации слепков
во всех случаях носит линейный характер. Высокая точность аппроксимации массива полученных
данных (R2 варьирует от 0.7882 до 0.8853) позволяет судить об идентичном принципе закрутки и ак-
кумуляции энергии движения доминантной струи как у животных, так и у человека. Таким образом,
доказано, что ориентация и координированное сокращение группы трабекул играют определяю-
щую роль в формировании закрученного внутрисердечного потока крови и соответствуют общему
механизму транспорта крови у животных и человека, независимо от размеров проточного канала
сердца. 

Ключевые слова:  левый желудочек, трабекулы, смерчеобразные потоки. 
DOI: 10.31857/S0006302920010184

Анализ гидродинамической структуры потока
крови в сердце и магистральных сосудах с точки
зрения традиционной гидродинамики, основан-
ной на анализе ламинарно-турбулентного пере-
хода, содержит ряд имманентных противоречий.
Эти противоречия заключаются в том, что при
увеличении калибра сосудов от мелких к круп-
ным животным или в результате роста, в опреде-
ленных участках русла ламинарное течение
должно становиться турбулентным при той же
скорости течения. Однако из соображений фи-
зиологического единообразия трудно себе пред-
ставить, что движение крови осуществляется по-

разному у особей разного размера. Кроме того,
изменение структуры течения по мере увеличе-
ния просветов проточного канала сердца и сосу-
дов в результате роста животного или человека
должно быть связано со скачкообразным ростом
энергозатрат и гидродинамического сопротивле-
ния [1–3]. 

Многочисленные исследования, в которых
структура внутрисердечного потока крови была
описана с помощью методов вычислительной
гидродинамики, позволяют воспроизвести кар-
тину течения в узком диапазоне состояний и не
раскрывают механизмов регуляции или компен-
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сации кровообращения. Попытки учета этих фак-
торов в подобных моделях, как правило, приво-
дили к потере устойчивости модели или к не-
оправданному усложнению соотношений и
структуры результирующего течения [4].

Многими авторами, начиная с 30-х годов XX
века, показано, что движение крови в камерах
сердца и в магистральных сосудах осуществляет-
ся вдоль определенных закрученных линий тока
[1, 5, 6]. Такой механизм движения крови должен
способствовать минимизации возмущений в по-
токе, которые неизбежно связаны с риском акти-
вации биологически активных компонентов кро-
ви и сосудистой стенки. Однако вплоть до по-
следнего времени отсутствовала подходящая
гидродинамическая модель для анализа закру-
ченного ламинаризированного течения, что дела-
ло невозможным выбор адекватных эксперимен-
тальных подходов к исследованию потока крови. 

В ранее опубликованных работах [6–8] в каче-
стве такой гидродинамической модели были
предложены течения, описываемые точными ре-
шениями нестационарных уравнений гидродина-
мики для класса самоорганизующихся смерчеоб-
разных потоков вязкой жидкости [2]. Эти реше-
ния были успешно использованы для описания
геометрической конфигурации левого желудочка
сердца и аорты и позволили доказать, что про-
дольно-радиальный профиль проточного канала
в этом сегменте системы кровообращения соот-
ветствует направлениям линий тока смерчеобраз-
ного течения. Также анализ архитектоники тра-
бекулярного слоя в полости левого желудочка
позволил из общей массы трабекул и папилляр-
ных мышц выделить две спирально ориентиро-
ванные группы, играющие роль направляющих
лопаток при обтекании кровью внутреннего ре-
льефа левого желудочка. Их пространственное
расположение также соответствует направлениям
линий тока течения, описываемого точными ре-
шениями. При этом в фазу диастолического на-
полнения левого желудочка основную роль игра-
ют трабекулы свободной стенки, формирующие
структуру наполняющего потока, а поток, изго-
няемый во время систолы, формируется вдоль
направлений папиллярных мышц и трабекул пе-
редне-перегородочного угла [6–8].

Координированная экспрессия указанных
мышечных структур в полости левого желудочка
сердца в зависимости от фазы сокращения обес-
печивает условия структурной организации внут-
рижелудочкового закрученного потока крови в
течение всего сердечного цикла и может быть
проанализирована с помощью указанных точных
решений.

Цель данного исследования заключалась в
обосновании единого механизма обтекания про-
точного канала левого желудочка сердца на осно-

вании анатомического исследования принципов
ориентации трабекул в полости левого желудочка
экспериментальных животных разного размера и
человека. 

ФИЗИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 
ВНУТРИСЕРДЕЧНОГО КРОВОТОКА

Для количественной оценки параметров внут-
рисердечного кровотока в рамках исследования
были использованы точные решения нестацио-
нарных уравнений гидродинамики для класса
смерчеобразных закрученных потоков вязкой
жидкости. После ряда преобразований точные
решения для смерчеобразной струи с единствен-
ной циркуляцией [2] имеют следующий вид:

(1)

где Vz – продольная, Vr – радиальная, а Vϕ – ази-
мутальная компоненты скорости; C0(t) – произ-
вольная функция времени, соответствующая по
физическому смыслу радиальному градиенту
скорости, с–1; Γ0(t) – произвольная функция вре-
мени, соответствующая по физическому смыслу
циркуляции среды, м2/с; r – расстояние по нор-
мали от продольной оси Z до радиальной границы
потока; ν – кинематическая вязкость среды, м2/с.
C0(t) и Γ0(t) зависят от времени в силу нестацио-
нарности потока и в случае сердца циклически
изменяются в соответствии с пульсационными
изменениями поля скоростей. 

Точные решения выражены в цилиндриче-
ской системе координат, положение которой за-
висит от мгновенного состояния и расположения
закрученной струи. При этом точка начала коор-
динат соответствует точке, в которой все состав-
ляющие скорости равны нулю и может переме-
щаться вместе со струей [2, 8]. Тогда в соответ-
ствии с точными решениями, начиная от этой
точки, в каждый момент времени вдоль канала
должно выполняться соотношение:

Zi Ri
2 = const, (2)

где Zi и Ri – текущие значения продольной и ра-
диальной координаты. На бьющемся сердце по-
ложение начала координат и величина сonst, про-
порциональная мгновенному значению объема
закрученной струи, являются время-зависимыми
функциями и циклически меняются в соответ-
ствии с динамикой сердечного сокращения. 

Преимущественная спиральная ориентация
внутрижелудочковых анатомических структур,
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несмотря на сложности их идентификации и из-
мерения, позволяет восстановить оси симметрии
отдельно для диастолической и систолической
групп трабекул, измерить радиус круглых кана-
лов, ограниченных соответствующим семейством
спирально ориентированных трабекул, и опреде-
лить расстояние любой точки на каждой оси от-
носительно неподвижного топографического
ориентира. Зная хотя бы два значения радиуса
вдоль оси симметрии проточного канала, можно
вычислить положение точки начала координат в
соответствии с соотношением ZiRi

2 = const. При
этом значение продольной координаты для каж-
дой точки будет равно величине Zi + Z0, где Zi –
измеренное расстояние до выбранного анатоми-
ческого ориентира, а Z0 – вычисленное расстоя-
ние от этого анатомического ориентира до начала
цилиндрической системы координат, в которой
может быть описана смерчеобразная струя, фор-
мируемая под действием рассматриваемого сег-
мента рельефа.

Для минимизации ошибок, неизбежных при
исследовании посмертных слепков, были введе-
ны следующие условия, вытекающие из точных
решений и ограничивающие выбор данных: 

1. Вдоль выбранной оси с увеличением вели-
чины Zi по направлению течения величина Ri все-
гда уменьшается.

2. Угол наклона отдельной трабекулы (αi) к оси
симметрии, построенной относительно группы
трабекул вдоль направления течения крови в
определенную фазу сердечного цикла, всегда
уменьшается.

Введение этих условий позволяет вычислить
значения следующих структурных параметров
потока, формируемого вдоль исследуемого трабе-
кулярного профиля [8]:

(3)

(4)

Эти параметры имеют конкретный физиоло-
гический смысл. Величина Zi + Z0 соответствует
значению полной продольной координаты вдоль
потока и определяет мгновенное положение на-
чала цилиндрической системы координат при
каждом состоянии струи. Величина Q(t) соответ-
ствует константе в соотношении (2) и пропорци-
ональна объему закрученной струи на отрезке от
начала координат до соответствующего значения
Zi + Z0.

В соответствии с точными решениями (1) ве-
личина [С0/Γ0](t) пропорциональна отношению
продольной и азимутальной составляющих ско-
рости и отражает степень закрученности потока. 
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Как видно из соотношений (3) и (4), величины
(Zi + Z0), Q(t) и [С0/Γ0](t) функционально связаны
друг с другом. Величина [С0/Γ0](t) обратно про-
порциональна величине Q(t), а величина Zi + Z0
прямо пропорциональна величине Q(t). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Из большого количества изготовленных слеп-

ков полости левого желудочка сердца были вы-
браны шесть слепков левого желудочка сердца че-
ловека, пять слепков левого желудочка сердца со-
бак, четыре слепка левого желудочка сердца
кроликов и шесть слепков левого желудочка серд-
ца крыс. Этот выбор был обусловлен возможно-
стью идентифицировать трабекулы диастоличе-
ской и систолической групп на одном слепке.
Слепки каждого вида животных и человека выби-
рали примерно одинакового размера. Это позво-
лило объединить все данные в единый массив,
чтобы повысить статистическую достоверность
полученных результатов.

Для получения слепков подопытных живот-
ных полость левого желудочка до извлечения из
трупа заполняли жидкой протакриловой массой и
оставляли затвердевать на сутки. Далее выделяли
сердце вместе с окружающими тканями и поме-
щали в концентрированный раствор соляной
кислоты или едкого калия на двое суток до пол-
ного растворения биологических тканей. Гото-
вые слепки промывали под проточной водой, вы-
сушивали и измеряли. Слепки левого желудочка
сердца человека были получены по аналогичной
методике с соблюдением правил патологоанато-
мического исследования у лиц, умерших от при-
чин, не связанных с сердечно-сосудистой патоло-
гией. 

По данным предыдущих исследований трабе-
кулы левого желудочка сердца были разделены на
две группы. Диастолические трабекулы, отвечаю-
щие за наполнение полости левого желудочка,
расположены преимущественно на свободной и
передней стенках полости левого желудочка и об-
разуют осесимметричную спиральную структуру,
ось которой проходит между центром митрально-
го клапана и верхушкой левого желудочка. Распо-
ложенные в передне-перегородочной части си-
столические трабекулы и папиллярные мышцы
образуют семейство кривых, составляющих спи-
ральную систему линий вокруг оси, соединяю-
щей условную точку, расположенную в нижней
трети свободной стенки левого желудочка, и
центр аортального клапана [6–8]. Относительно
этой оси полость левого желудочка вместе с аор-
тальным конусом легко представляется в виде
сходящегося канала, основанием которого явля-
ется свободная стенка левого желудочка сердца, а
сужающаяся часть соответствует выходу в аорту. 
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Учитывая, что выбранные посмертные слепки
левого желудочка позволяют визуализировать как
систолические, так и диастолические трабекулы,
независимо от фазы сердечного цикла, восста-
новление преимущественных направлений ори-
ентации трабекул обеих групп относительно со-
ответствующего начала координат позволяет
проследить весь процесс эволюции смерчеобраз-
ной струи в полости сердца. Для каждой группы
спирально ориентированных трабекул были из-
мерены значения продольной координаты от ука-
занных анатомических ориентиров, соответству-
ющие им значения радиуса и углы наклона трабе-
кулярных линий к соответствующей оси (рис. 1а). 

Морфометрические измерения крупных слеп-
ков (человек, собака) проводили с помощью спе-
циально разработанного устройства, позволяю-
щего закреплять слепки в определенном положе-
нии, и координаты каждой точки на поверхности
фиксировали в цилиндрической системе коорди-
нат. Измерения мелких слепков (кролик, крыса)
производили по фотографическим изображени-
ям, сделанным при фиксированном угле поворо-
та (рис. 1б). Трабекулы маркировали.

Исходя из предполагаемых направлений дви-
жения крови, выбирали две группы спирально
ориентированных трабекулярных линий, соот-
ветствующие наполнению или изгнанию из лево-
го желудочка. Затем для обеих групп трабекул вы-
бирали направление оси с учетом возможности ее
проецирования на поверхности при любом поло-
жении слепка в поворотном устройстве. Положе-
ние оси должно удовлетворять условиям симмет-
рии каждой группы трабекул. Правильность
выбора оси проверяли по углу наклона парал-
лельных трабекулярных линий в каждой проек-
ции слепка при его повороте вокруг соответству-
ющей оси. При этом измеряли следующие вели-
чины: расстояние от выбранного начала оси
(центр митрального клапана для диастолических
трабекул и точка в нижней трети свободной стен-
ки левого желудочка для систолических трабе-
кул), расстояние от оси до трабекулы (это рассто-
яние соответствует радиусу проточного канала в
соответствующей проекции полости) и угол на-
клона трабекулы относительно оси. В зависимо-
сти от визуальной доступности трабекулярных
структур, слепок поворачивали вокруг оси с ша-
гом от 30° до 60° и фотографировали для получе-
ния плоского изображения. Затем с помощью
транспортира и линейки (рис. 1в) измеряли углы
наклона доступных пар трабекул при фиксиро-
ванных значениях Z вдоль выбранной оси в точке
пересечения трабекулярных линий и проекции
оси на поверхность слепка, а также радиусы поло-
сти в этих точках. После обнаружения такого по-

ложения оси, при котором выполнялись условия
равенства угла наклона трабекул при одном и том
же значении продольной координаты и условие
уменьшения радиуса вдоль продольной коорди-
наты, результаты измерений использовали для
расчета значений структурных параметров пото-
ка крови С0/Γ0, Q и Z по соотношениям (2)–(4).
Измерения проводили в максимально возмож-
ном количестве точек на каждом слепке и объеди-
няли в один массив для каждого вида, считая, что
для слепков примерно одинакового размера по-
ложение трабекул изменяется мало. Обработка
полученных данных была выполнена в программе
MS Exсel. 

Статистический анализ. Экспериментально
полученные данные [С0/Γ0](Q) аппроксимирова-
ли к степенной функции с показателем степени
‒1, а Q(Z) – к линейной функции. Точность полу-
ченной аппроксимации оценивали по величине
достоверности R2 (R2 > 0.7 свидетельствует о вы-
сокой точности аппроксимации). 

РЕЗУЛЬТАТЫ
В рамках рассматриваемой гипотезы поток

крови в полости левого желудочка должен фор-
мироваться под действием координированного
движения стенок левого желудочка и экспрессии
трабекулярного рельефа. При этом поток не мо-
жет быть направлен поперек трабекул, т.е. поло-
жение трабекул в каждой фазе сердечного цикла
должно соответствовать направлениям линий то-
ка и, в случае соответствия структуры потока те-
чению, описываемому точными решениями, эти
направления должны соответствовать зависимо-
стям, вытекающим из точных решений. 

В соответствии с точными решениями движе-
ние среды в смерчеобразных потоках происходит
вдоль линий тока, направленных по конвергент-
ной спирали относительно оси потока. Если дви-
жение жидкости осуществляется в канале, имею-
щем подвижные стенки и направляющий про-
филь, повторяющий структуру закрученной
струи, то точные решения могут быть использо-
ваны для установления связи пространственной
конфигурации канала с полем скоростей струи
[6–8]. 

Для оценки соответствия анатомического
строения полости левого желудочка сердца усло-
виям cамоорганизации и эволюции смерчеобраз-
ной струи были построены графические зависи-
мости [С0/Γ0](Q) и Q(Z) для слепков левых желу-
дочков крыс, кроликов, собак и человека.
Построение этих зависимостей отдельно для диа-
столических и систолических трабекул не позво-
лило выявить какую-либо определенную законо-
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Рис. 1. (а) – Слева показаны линии преимущественного направления трабекул левого желудочка сердца («дт» –
диастолические, «ст» – систолические трабекулы); в центре – показан принцип измерения продольной координаты,
соответствующего этой координате радиуса вихря – расстояния от продольной оси по нормали к ближайшей
трабекуле, а также угол наклона касательной для расчета структурных параметров внутрисердечного потока крови для
диастолической системы трабекул; справа – показан принцип измерения тех же параметров для систолической
системы трабекул. (б) – Принцип маркировки и расчета параметров для диастолических (слева) и систолических
(справа) трабекул слепка левого желудочка кролика, фиксированного в вертикальном положении. (в) – Расчет
параметров маркированных диастолических (слева) и систолических (справа) трабекул по фотографическому
изображению слепка левого желудочка сердца крысы.
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мерность. Однако построение данных зависимо-
стей в виде объединенного массива данных,
полученных как с диастолических, так и с систо-
лических трабекул, однозначно указывает на на-
личие тесной функциональной связи между пара-
метрами, причем зависимость [С0/Γ0](Q) по
внешнему виду более всего напоминает гипербо-
лу, а зависимость Q(Z) – близка к линейной. Од-
нако следует отметить увеличение степени по-
грешности измерений геометрических характе-
ристик и положения трабекул на слепках левых
желудочков кроликов и крыс. Это связано с не-
возможностью избежать перерастяжения поло-
сти сердца в базальных отделах при заполнении
протакриловой массой вследствие малой толщи-
ны стенок левого желудочка. Для коррекции по-
грешности в исходные данные были внесены по-
правки, необходимые для вычисления вышеука-
занных параметров, что позволило получить
такой же внешний вид зависимостей, как для че-
ловека и собаки.

Проведение корреляционного анализа позво-
лило подтвердить это наблюдение. Построение
графической зависимости степени закрутки
струи от ее объемного показателя ([С0/Γ0](Q)) по-
казало непрерывность гиперболической функ-
ции на всех слепках с высокой точностью аппрок-
симации полученных данных (R2 варьирует от
0.7963 до 0.9081). Иными словами, все точки,
принадлежащие зависимостям на рис. 2, соответ-
ствуют мгновенному значению радиуса полости
левого желудочка сердца и степени сходимости
при условии, что ZiRi

2 = сonst. Значит, эти точки
могут принадлежать сингулярной доминантной
струе, образуя ограничивающую ее поверхность. 

Графическое отображение зависимости объ-
емного показателя струи от продольной коорди-
наты при различных углах фиксации слепков во
всех случаях носит линейный характер (рис. 3).
Высокая точность аппроксимации массива полу-
ченных данных (R2 варьирует от 0.7882 до 0.8853)
позволяет судить об идентичном принципе за-
крутки и аккумуляции энергии движения доми-
нантной струи как у животных, так и у человека.

Данные, представленные на рис. 2 и 3, согласу-
ются с точными решениями нестационарных
гидродинамических уравнений для класса смер-
чеобразных закрученных потоков вязкой жидко-
сти и свидетельствуют об идентичном принципе
организации потока с наличием одного доми-
нантного вихря в полости левого желудочка неза-
висимо от размеров слепков и фазы сердечного
сокращения. Полученные графические отобра-
жения зависимостей Q(Z) и [С0/Γ0](Q) во всех
случаях имеют тождественный вид и отражают
общий механизм транспорта крови у животных и

человека, независимо от пространственной кон-
фигурации проточного канала сердца. Таким об-
разом, несмотря на различные размеры полости
левого желудочка, принцип организации внутри-
сердечного потока одинаков как у животных –
крыс, кроликов, собак, так и у человека. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Для оценки роли трабекул во внутрисердечном

кровотоке авторами работы [9] были созданы эл-
липсоидные математические модели левого же-
лудочка с гладкой и «трабекулярной» внутренней
поверхностью (в эпикардиальном слое трабекулы
располагались по углом –80°, в толще миокарда –
под углом 0° и в эндокардиальном слое за счет
вращения – под углом +80°). Сравнительный
анализ этих моделей продемонстрировал важное
функциональное значение трабекул в транспорте
крови, поскольку их наличие увеличивает вели-
чину ударного объема на 21.8% при идентичных
значениях давления в левом предсердии, массы
миокарда и объема левого желудочка. 

Также на количественные параметры внутри-
сердечного кровотока влияют углы наклона мио-
кардиальных волокон. В работе [10] с помощью
математического анализа цилиндрической моде-
ли было показано, что при обычном сжатии ис-
ключительно в продольном направлении или по
окружности фракция выброса составит 15 и 28%
соответственно, тогда как при ориентации мы-
шечных волокон под углом 60° фракция выброса
может составлять > 60%. 

В работе [11] с помощью магнитно-резонанс-
ного внутрисердечного 4D-картирования у здо-
ровых лиц авторы продемонстрировали мгновен-
ные закрученные линии тока с разными скорост-
ными показателями в зависимости от фазы
диастолического наполнения или систолическо-
го изгнания. Кроме того, ниже митрального и
трикуспидального клапанов были зафиксирова-
ны кольцевидные линии тока крови в конечную
фазу диастолического наполнения, что доказыва-
ет стабильность циркуляции и может обеспечи-
вать дальнейшую эволюцию течения в виде смер-
чеобразной струи. 

Точные решения нестационарных гидродина-
мических уравнений для класса смерчеобразных
закрученных потоков вязкой жидкости устанав-
ливают однозначную связь между полем скоро-
стей потока крови и геометрией проточного кана-
ла, что позволяет судить о структуре потока по
геометрии канала. Направляющее действие тра-
бекул левого желудочка определяет структуру
формирующегося потока. Смерчеобразная струя
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Рис. 2. Зависимости С0/Γ0 (1/м2) от Q (м3) и аппроксимирующие множество точек гиперболы для слепков левых
желудочков сердца: (а) – крыс (величина достоверности аппроксимации R2 = 0.8139); (б) – кроликов (величина
достоверности аппроксимации R2 = 0.9018); (в) – собак (величина достоверности аппроксимации R2 = 0.8156); (г) –
человека (величина достоверности аппроксимации R2 = 0.7963).
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Рис. 3. Зависимости Q (м3) от Z (м) и аппроксимирующие множество точек прямые для слепков левых желудочков
сердца: (а) – крыс (величина достоверности аппроксимации R2 = 0.7882); (б) – кроликов (величина достоверности
аппроксимации R2 = 0.8353); (в) – собак (величина достоверности аппроксимации R2 = 0.8853); (г) – человека
(величина достоверности аппроксимации R2 = 0.8795). 
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в процессе эволюции преодолевает митральный и
аортальный клапаны сердца, с соответствующим
перемещением точки начала координат. Благода-
ря этому радиус кривизны оси закрученного по-
тока неизменно больше величины радиуса самой
струи при сохранении условия осевой симметрии
на всем протяжении проточного канала [7, 8]. 

В нашем исследовании показана достоверная
близость зависимостей структурных параметров
потока, отражающих объемный показатель струи
Q(Z) и степень закрутки [С0/Γ0](Z), с теоретиче-
ским видом этих зависимостей, вытекающих из
точных решений. Непрерывность гиперболиче-
ской функции для всех видов исследованных
слепков свидетельствует об общем принципе
ориентации систолических и диастолических
трабекул и позволяет говорить о едином механиз-
ме формирования и эволюции внутрисердечной
сингулярной доминантной струи у животных и
человека. 

Доминантная струя относится к классу смер-
чеобразных течений и по своей конфигурации со-
ответствует мгновенной анатомии полости лево-
го желудочка сердца, представленной внутрен-
ним трабекулярным рельефом. Однако это не
исключает наличие внутрижелудочковых воз-
вратных и вторичных течений, обусловленных
участками локальной асимметрии проточного ка-
нала. Гипотетически эти течения имеют сходную
с доминантным вихрем структуру, а вязкие взаи-
модействия между ними неизбежно приводят к
дополнительным потерям энергии. Соотношение
мощности доминантной сердечной струи и мощ-
ности возвратных и вторичных течений опреде-
ляет эффективность процесса самоорганизации
потока в сердце, что важно для накопления мо-
мента движения в этой струе и последующего из-
гнания в аорту [6–8]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные данные свидетельствуют об иден-

тичном принципе организации внутрисердечно-
го кровотока независимо от размера полости ле-
вого желудочка и фазы сердечного цикла. Приме-
нение точных решений нестационарных
уравнений гидродинамики для класса смерчеоб-
разных закрученных потоков вязкой жидкости
продемонстрировало наличие одного доминант-
ного вихря в полости левого желудочка независи-
мо от видовой принадлежности слепков. Резуль-
таты исследования согласуются с современными
представлениями об анатомии и функции сердца
и в перспективе могут стать новым шагом в опти-
мизации индивидуального подхода при выборе

тактики лечения пациентов, планировании хи-
рургического вмешательства и динамическом по-
слеоперационном наблюдении, так как открыва-
ют возможности количественной оценки состоя-
ния внутрисердечной гемодинамики при
патологических состояниях, сопровождаемых
снижением сердечного выброса.
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Comparative Anatomical Study of the Parameters for Swirling Flow
in the Left Ventricular Cavity in Animals of Different Size Based 

on the Concept of Tornado-Like Flows of Viscous Liquids 
 M.M. Tkhagapsova, E.A. Talygin, Sh.T. Zhorzholiani, A.V. Agafonov, A.V. Dorofeev, 

A.Yu. Gorodkov, G.I. Kiknadze, and L.A. Bockeria

A.N. Bakulev National Medical Research Center of Cardiovascular Surgery,
Roublyevskoe Shosse 135, Moscow, 121552 Russia

The aim of the study was to substantiate a single mechanism of the flow around the flow channel of the heart
left ventricle regardless of the species based on anatomical study of orientation of trabeculae in the left ven-
tricular cavity in man and study animals of different size like rats, rabbits, dogs. The relief parameters of the
intracardiac trabecular complexes were measured using the cavity casts of the left ventricle of the heart of man
and animals of different size. The casts of the left ventricle of the heart of man and each animal species of
approximately the same size were selected that helped increase the reliability of measurements. For quanti-
tative evaluation of the parameters of the intracardiac blood flow, the exact solutions of the nonstationary hy-
drodynamics equations for the class of Tornado-like swirling flows of viscous fluids were used as a hydrody-
namic model. Graphical dependencies of the degree of twisting on the volumetric index of the intracardiac
Tornado-like jet have shown the continuity of the hyperbolic functions in all casts with high accuracy of data
fitting (R2 varies from 0.7963 to 0.9081). Therefore, all dependency points correspond to the condition of
convergence ZiRi

2 = const and may belong to a singular swirling jet, which form the boundary layer. Graphs
of the volumetric change of the jet vs. the longitudinal coordinate at different angles of cast fixation are linear
in all cases. Due to high accuracy approximation to an array of data obtained (R2 varies from 0.7882 to
0.8853) it might be supposed that the pattern of twisting and accumulation of the energy of moving dominant
flow are similar in man and animals. Therefore, our results demonstrate that the orientation and coordinated
contractility of trabecular meshwork play a crucial role in the formation of intracardiac blood swirling and
mechanisms that ensure adequate blood flow in man and animals, regardless of the size of the heart's cavity
are similar.

Keywords: left ventricle, trabeculae, swirling flow 
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Предложен новый метод обработки нестационарной ритмограммы во время антиортостатической
пробы. Метод основан на применении непрерывного вейвлетного преобразования сигнала сердеч-
ного ритма, имеющего частотную модуляцию. Показано, что сигнал ритмограммы представляет со-
бой систему вспышек активности в различных частотных диапазонах. Для анализа такой системы
вспышек разработана система количественных показателей. Метод трансляционного переноса сиг-
нала использован для устранения граничных эффектов, возникающих при рассмотрении низкоча-
стотных компонент сигнала ритмограммы. 

Ключевые слова: нестационарная ритмограмма сердца, отрицательная ортостатическая проба.
DOI: 10.31857/S0006302920010196

Анализ ритмограммы сердца очень важен для
оценки функционального состояния сердца и ре-
акции вегетативной системы человека при прове-
дении различных функциональных проб [1–9].
Среди многих функциональных проб (велоэрго-
метрия, бегущая дорожка, дыхательные, фарма-
кологические и психоэмоциональные пробы)
пассивные ортостатические пробы обладают воз-
можностью стандартизировать внешние воздей-
ствия на сердечно-сосудистую систему человека.
Пассивная ортостатическая проба (тилт-тест) вы-
полняется на специальном автоматическом пово-
ротном столе, который по компьютерной про-
грамме изменяет положение тела человека из го-
ризонтального положения в вертикальное.
Автоматическая смена положений человека в гра-
витационном поле может осуществляться как для
положительных углов подъема испытуемого к го-
ризонту (положительная ортостатическая проба
(Head-Up Tilt Test, HUT) − проба на наклонном
столе, в положении головой вверх), так и для от-
рицательных углов наклона испытуемого к гори-
зонту (антиортостатическая проба (Head Down
Tilt Test, HDT) − проба на наклонном столе в по-
ложении головой вниз). 

Антиортостатическая проба (антиОП) с углом
наклона головного конца от –15 до –30° нашла
широкое применение в космической и авиацион-
ной медицине для имитации гемодинамических
изменений, возникающих в процессе космиче-
ского полета [10]. Кратковременная антиОП мо-
жет быть использована у больных кардиологиче-
ского профиля для определения функциональ-
ных резервов сердечно-сосудистой системы, для
выявления компенсаторных сосудистых реакций,
направленных на стабилизацию гемодинамики у
больных ишемической болезнью сердца [11].

Регуляция ритма сердца во время проведения
антиОП осуществляется с помощью быстрых
адаптационных реакций (барорефлексы, хеморе-
флексы). Вслед за такими быстрыми процессами
включаются механизмы, характеризующиеся
большей продолжительностью во времени (воз-
действие гормонов, изменение транскапилляр-
ного обмена, ренин-ангиотензин-альдостероно-
вая система). К механизмам длительного дей-
ствия относят регуляцию внутрисосудистого
объема крови и емкости сосудов [12, 13]. Адапта-
ционные реакции организма человека на ан-
тиОП, обусловленные действием многоуровне-
вой системой обратной связи, характеризуются
сильным разбросом параметров многих переход-
ных процессов. Все это приводит к тому, что ритм
сердца не является стационарным процессом, что

Сокращения: антиОП – антиортостатическая проба, LF –
низкие частоты, HF – высокие частоты, ЧМС – частотно-
модулированный сигнал, DCWT – повторное вейвлет
преобразование.
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подразумевает повторяемость его статистических
и спектральных характеристик на различных от-
резках времени проведения антиОП, имеющих
одинаковую продолжительность.

Результаты, приведенные в работе [14], пока-
зывают, что при проведении антиОП частота сер-
дечных сокращений во многих случаях снижает-
ся, при этом увеличиваются размеры полостей
сердца и систолический объем, артериальное, ве-
нозное и пульсовое давление, систолический и
минутный объемы (на 30–60%). Сердечный вы-
брос (минутный объем сердца) возрастает вслед-
ствие действия различных механизмов. Такими
механизмами являются гетерометрическая само-
регуляция сердца, рефлекс Бейнбриджа, который
заключается в увеличении частоты и силы сердеч-
ных сокращений в ответ на повышение объема
крови в устьях полых вен и предсердиях. В целом
характер изменения частоты сердечных сокраще-
ний, вызванного изменением объема крови, яв-
ляется результатом антагонистического влияния
рефлекса Бейнбриджа и барорецепторного ре-
флексов. 

Депонирование крови при антиОП при поло-
жении головой вниз происходит в сосудах верх-
ней части тела человека. Тонус сосудов малого
круга кровообращения изменяется, что приводит
к изменению функции внешнего дыхания: увели-
чивается длительность вдоха, снижается частота
дыхания и увеличивается сопротивление дыха-
тельных путей [15]. При антиОП наблюдается ва-
зодилатация сосудов и кровенаполнение поло-
стей сердца увеличивается. Скорость кровотока в
мозговых артериях в начальной стадии антиОП
также увеличивается. В работе [16] были выпол-
нены исследования спектральных характеристик
вариабельности сердечного ритма в диапазоне
низких частот (LF – low frequency) и высоких ча-
стот (HF – high frequency). Было показано, что от-
ношение LF/HF уменьшается во время антиОП.
Несколько иные результаты при изучении спек-
тральных характеристик ритмограмм были полу-
чены в работе [17]. 

Однако характер описанных изменений зави-
сит от продолжительности антиОП, величины от-
рицательного угла наклона к горизонту, от воз-
раста пациента, а также от тонуса сосудов нижних
конечностей. В обзоре [14] показано, что при ан-
тиОП (угол наклона равен –30°) отмечено сниже-
ние пульса у 50% испытуемых, учащение пульса
наблюдалось у 25% испытуемых и еще у 25% ис-
пытуемых изменения пульса были незначитель-
ными. В работах [18–22] было показано, что для
антиОП в каждой конкретной ситуации осу-
ществляется включение различных механизмов,
которые и определяют многообразие физиологи-
ческих реакций системы кровообращения в ответ
на ортостатическое воздействие.

Целью исследования является разработка но-
вых параметров нестационарной вариабельности
ритма сердца во время антиОП. Для анализа не-
стационарной вариабельности ритма сердца вме-
сто амплитудно-модулированного сигнала в дан-
ной статье используется частотно-модулирован-
ный сигнал (ЧМС) Z(t), зависящий от времени t,
который представляет собой совокупность оди-
наковых гауссовых пиков, центры которых нахо-
дятся на неравномерной сетке времен и совпада-
ют по времени с истинными моментами ударов
сердца tn = tn–1 + RRn, n = 1,2,3..., t0 = RR0 [8, 9, 23,
24]. Для такой модели все гауссовы пики, центры
которых разделены промежутками времени RRn
между ударами сердца, имеют одинаковую ам-
плитуду и одинаковую ширину, совпадающую с
шириной QRS комплекса сердца. 

Предлагаемая в статье модель ЧМС ритмо-
граммы дает возможность найти истинные часто-
ты колебаний сердечного ритма, что отличает ее
от часто используемой модели амплитудно-моду-
лированного сигнала ритмограммы, в которой
пики разной высоты RRn находятся на равноот-
стоящей сетке времен, разделенных промежут-
ком времени Δt = RRNN, где величина RRNN
представляет собой среднюю длительность RRn
интервалов за весь период наблюдения. Особен-
но сильно отличия традиционной модели ампли-
тудно-модулированного сигнала и предлагаемой
в статье модели ЧМС заметны при анализе неста-
ционарной вариабельности ритма сердца при ан-
тиОП, в которой сильно заметен сильный тренд
ритмограммы по всему периоду испытаний. От-
личия этих двух моделей были продемонстриро-
ваны на моделях ритмограммы, имеющих силь-
ный тренд мгновенной частоты ударов сердца. 

Преимущество введения новых количествен-
ных параметров ЧМС ритмограммы становится
актуальным при изучении различных аритмий
сердца, когда нарушается нормальный синусо-
вый ритм и становятся важны истинные моменты
сердечных сокращений сердца, происходящие в
моменты времени tn = tn–1 + RRn. В этом случае
традиционный метод исследования амплитудно-
модулированного сигнала ритмограммы стано-
вится неприменимым, так как он основан на сиг-
нале zn(tn) = RRn с равноотстоящими точками по
времени tn+1 – tn = Δt, где t = RRNN. Еще одним
применением разрабатываемых в данной статье
количественных методов анализа ЧМС ритмо-
граммы является изучение экстрасистол, связан-
ных с появлением эктопического очага триггер-
ной активности, а также с существованием по-
вторного обратного входа возбуждения
(механизм «re-entry»).
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МЕТОДИКА
Автоматизированный комплекс динамическо-

го позиционирования (механургический стол)
позволил проводить изучение физиологических
реакций человека при проведении антиОП. Рит-
мограмма человека непрерывно измерялась в те-
чение трех этапов S = {A,B,C}. В исследованиях
принимали участие десять практически здоровых
юношей и девушек в возрасте от 18 до 20 лет. Каж-
дого испытуемого плотно закрепляли относи-
тельно ложа механургического стола. На этапе
покоя A (0–600 c) испытуемый находился в гори-
зонтальном положении в течение 10 мин. На эта-
пе B (антиОП) (600–900 c) продолжительностью
5 мин головную часть стола опускали на отрица-
тельный угол 30° относительно горизонта. Ско-
рость поворота механургического стола составля-
ла 4° в секунду. В положении головой вниз испы-
туемый находился в течение 5 мин. На этапе С
(900–1500 c) длительностью 10 мин происходило
возвращение стола в горизонтальное положение.
Время подъема механургического стола в начале
этапа C составляло примерно 10 с.

 КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
НЕСТАЦИОНАРНОЙ РИТМОГРАММЫ
Вычисление спектральных свойств нестацио-

нарной вариабельности ритма сердца проводится
в два этапа. На первом этапе сигнал математиче-
ской модели ритмограммы Z(t) представляет со-
бой суперпозицию одинаковых гауссовых пиков,
центры которых расположены на неравномерной
сетке времен tn:

(1)

.
Именно в эти моменты времени tn происходят

удары сердца реальной ритмограммы человека,
причем промежуток времени RRn  между двумя
гауссовыми пиками равен RRn = tn – tn–1. Харак-
терная ширина гауссового пика τ0 = 20 мс выбра-
на так, что она соответствует ширине QRS ком-
плекса сердечного ритма, примерно равного
80 мс. Применение материнского вейвлета Мор-
ле [25] к такому сигналу Z(t) (1) дает возможность
получить аналитическое выражение для непре-
рывного вейвлетного преобразования V(ν,t) (contin-
uous wavelet transform, CWT), зависящего от частоты
ν и времени t. Затем для каждого момента времени t
по максимальному значению величины |V(ν,t)| рас-
считывается максимальная частота Fmax(t), лежа-
щая в интервале 0.4 Гц < Fmax(t) < 2.5 Гц. 

На втором этапе выполняется повторное вей-
влет-преобразование (DCWT – double continuous

( )
⎥
⎥
⎦

⎤

⎢
⎢
⎣

⎡

τ
−−

πτ
= ∑

−

=
2

0

21

00 4
exp

2

1
)( n

N

n

tt
tZ

wavelet transform) |VDCWT(ν,t)| по отношению к
сигналу Fmax(t) [23, 24]. Весь спектральный диапа-
зон μ изменений Fmax(t) может быть разбит на об-
ласть сверхмедленных колебаний ULF (ultra low
frequency) c частотами ν = (νmin; 0.003) Гц; область
малых частот VLF (very low frequency) с
ν = (0.003–0.040) Гц; низкочастотную область LF
с ν = (0.04–0.15) Гц, и высокочастотную область
HF с ν = (0.15–0.40) Гц. Значение минимальной
частоты νmin, надежно определяемой из наблюде-
ний реальной ритмограммы, будет определено
при рассмотрении граничных эффектов DCWT.
Для величины Fmax(t) могут быть характерны мед-
ленные изменения локальной частоты (ULF-диа-
пазон) и высокие колебания частоты (HF-диапа-
зон). Сверхнизкие частоты (μ = ULF) соответ-
ствуют тренду локальной частоты Fmax(t), при
котором эта величина допускает как монотонное
увеличение, так и монотонное уменьшение в тече-
ние характерного масштаба времени, примерно
равного 400 с. Высокие частоты изменений Fmax(t)
(μ = HF) означают быстрые флуктуации Fmax(t) от-
носительно своего среднего значения, с характер-
ными временами колебаний порядка 3 с. 

Рассмотрим локальную плотность спектра
ε(ν,t)

(2),

которая характеризует мгновенное распределе-
ние энергии сигнала по частотам ν, вычисленное
в момент времени t, где константа Cψ ≈ 1 пред-
ставляет собой интеграл от Фурье-компонент ма-
теринского вейвлета. Детали вычисления
VDCWT(ν,t) c материнским вейвлетом Морле рас-
смотрены в работе [25].

Задачей данной работы является нахождение
изменений спектральных свойств сигнала Fmax(t)
в некотором заданном интервале частот μ = [νL; νR].
Вместо левой νL и правой νR границ диапазона
μ = {ULF,VLF,LF,HF} удобно ввести среднюю ча-
стоту диапазона νμ = (νL + νR)/2 и его ширину
Δν = νR – νL. Количественным показателем, ха-
рактеризующим динамику нарастания и спада-
ния различных частот μ для величины Fmax(t), яв-
ляются мгновенные спектральные интегралы
Eμ(t), зависящие от времени t:

(3)

Спектральный интеграл Eμ(t) представляет со-
бой среднее значение локальной плотности спек-
тра энергии сигнала ε(ν,t), проинтегрированное
по рассматриваемому интервалу частот
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μ = {ULF,VLF,LF,HF}. В качестве параметров, ха-
рактеризующих поведение величины Fmax(t), бу-
дут рассматриваться усредненные по времени t
интегралы <Eμ(S)> на этапах функциональной
пробы S = {A,B,C}. К таким количественным па-
раметрам для каждого испытуемого i = 1,2...K от-
носятся также величины dμ(t) = Eμ(t) / <Eμ(A)>,
представляющие собой относительные мгновен-
ные значения спектральных интегралов Eμ(t), от-
несенные к своим средним значениям  <Eμ(A)> на
этапе A, а также различные перекрестные мгно-

венные средние , отне-

сенные к своим средним значениям на этапе A
(спектральный параметр λ также принимает зна-
чения λ = {ULF,VLF,LF,HF}. 

Кроме таких динамических характеристик как
dμ(t), зависящих от времени t, для каждого испы-
туемого i = 1,2...K вводятся усредненные по вре-
мени различных этапов S = {A,B,C} коэффициен-
ты усвоения ритмов 

dμ(B/A) = <Eμ(B)>/<Eμ(A)>, (4)

показывающие, во сколько раз усредненный ин-
теграл <Eμ(B)> на этапе B в спектральном диапа-
зоне μ превосходит аналогичный спектральный
интеграл на этапе A. Аналогичным образом для
каждого испытуемого i = 1,2...K вводится усред-
ненный коэффициент

(5)

показывающий, во сколько раз отношение сред-
них интегралов на этапе B больше среднего отно-
шения этих же спектральных интегралов на
этапе A. 

УСТРАНЕНИЕ ГРАНИЧНЫХ ЭФФЕКТОВ 
ПОВТОРНОГО ВЕЙВЛЕТ-

ПРЕОБРАЗОВАНИЯ
Естественно, что при выполнении второго

этапа нахождения VDCWT(ν,t) для максимальной
частоты Fmax(t) используются численные методы.
Особенностью численных методов является по-
явление граничных эффектов VDCWT(ν,t), прояв-
ляющиеся на границах промежутка наблюдения
сигнала. Граничные эффекты проявляются
как на левой (0 < t < toff), так и на правой границе
(T – toff < t < T) промежутка наблюдения
сигнала T. Для этих двух граничных интервалов
численная реализации VDCWT(ν,t) приводит к
значительным ошибкам. Для устранения этих
ошибок результаты VDCWT(ν,t) на этих гранич-
ных участках обнуляются. Естественно, что при
этом теряется ценная информация о частотно-
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временном поведении сигнала Z(t) в этих гранич-
ных интервалах. 

Причина появления граничных эффектов при
вычислении непрерывного вейвлетного преобра-
зования состоит в конечном значении протяжен-
ности материнского вейвлета Морле Δx ≈ 1  [25],
причем минимальная частота νmin, входящая в
определение спектрального интервала ULF
ν = (νmin; 0.003) Гц, связана с величиной Δx соот-
ношением toff = 2Δx/νmin. Для правильного опреде-
ления частоты νmin  необходимо, чтобы на остав-
шемся интервале времени, равном T – 2toff, поме-
щалось n периодов колебаний частоты, равных
1/νmin, причем величина n >> 1. Промежуток на-
блюдения сигнала T складывается из суммы двух
граничных участков, равной 4Δx/νmin, и длины
корректного определения непрерывного вейвлет-
ного преобразования, равной n/νmin, поэтому
имеем

(6)

Учет граничных эффектов приводит к тому, 
что величина νmin примерно в n + 4Δx раз больше, 
чем минимальная частота fmin = 1/T, используемая 
в Фурье-анализе [7]. Зная νmin (6), можно вычис-
лить протяженность граничного эффекта toff = 
2Δx/νmin как на левой, так и на правой границе 
промежутка наблюдения сигнала T. Для сохране-
ния информации о низкочастотном поведении 
сигнала на границах интервала его наблюдения 
предложим алгоритм трансляционного переноса 
сигнала. По известной величине νmin (6) можно 
расширить интервал изучения сигнала Fmax, уве-
личив его с величины T до величины T1. Начало 
интервала T (t = 0) переносится в точку tmin, и весь 
начальный промежуток (0, tmin) нового интервала 
наблюдения сигнала T1 заполняется постоянны-
ми значениями сигнала Fmax(t = 0) в начальный 
момент времени. В качестве величины tmin =  
2.5Δx/νmin = 1.25toff выбирается величина, немного 
большая, чем начальный участок toff, где наблюда-
ются граничные эффекты DCWT. 

Конечный промежуток нового интервала
(T1 ‒ tmin; T1) также заполняется постоянными
значениями сигнала в конечный момент времени
наблюдения Fmax(t = T). В этом случае централь-
ный интервал (tmin; T1 – tmin) промежутка T1 > T,
имеющий продолжительность T, в точности по-
вторяет все значения исследуемого сигнала
Fmax(t), заданного на этом же промежутке наблю-
дения (0, T). Таким образом, все значения иссле-
дуемого сигнала Fmax(t) находятся в центральной
части нового интервала T1, вне области действия
граничных эффектов непрерывного вейвлетного
преобразования. 

min
4ν .xn

T
+ Δ=
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Приравняем значения минимальной частоты 
νmin(T) = νmin(T1) для периода наблюдения сигна-
ла T и расширенного периода t1 = T + 5Δx/νmin. В 
этом случае число периодов n(T) и n1(T1) для кор-
ректного определения частоты νmin связаны со-
отношением n1(T1) = n(T) + 5Δx. Следующим эта-
пом метода трансляционного переноса сигнала 
является численная реализация DCWT на интер-
вале времени (0, T1). После выполнения этой 
процедуры отбрасываются значения VDCWT(ν,t), 
расположенные в начале интервала (0, tmin), и в 
конце интервала (T1 – tmin; T1). Последующий пе-
ренос начала отсчета времени из точки t = tmin в  
точку t = 0 восстанавливает первоначальный ин-
тервал наблюдения по времени t = (0, T) и позво-
ляет сравнивать значения VDCWT(ν,t) c учетом гра-
ничных условий с истинным поведением сигнала 
Fmax(t).

Таким образом, метод трансляционного пере-
носа сигнала, примененный для численной реа-
лизации DCWT, позволяет сохранить важную ин-
формацию о низкочастотном поведении сигна-
лов вблизи начала (0 < t < toff) и вблизи конца
интервала наблюдения (T – toff < t < T). 

РЕЗУЛЬТАТЫ РАСЧЕТА 
НЕСТАЦИОНАРНОЙ ВАРИАБЕЛЬНОСТИ 

РИТМА СЕРДЦА ВО ВРЕМЯ 
АНТИОРТОСТАТИЧЕСКОЙ ПРОБЫ

Обозначим через NN (negative) – испытуемого
со слабым воздействием антиОП на ритмограмму
сердца, а PP (positive) – испытуемого с сильным
воздействием. Малое влияние антиОП на ритмо-
грамму сердца представлено на рис. 1 (испытуе-
мый NN – тонкая линия). На этапе B антиОП
(600–900 c) видно, что средняя частота ритма
сердца Fmax(t) испытуемого NN практически не

изменяется. Средние значения Fmax(t) на этапе A и
на этапе B примерно совпадают (<Fmax(A)> ≈
≈ <Fmax(B)>). Однако на этапе B в ритмограмме
сердца NN появляется незначительное увеличе-
ние низкочастотных компонент. Большое влия-
ние антиОП на ритмограму сердца (испытуемый
PP) представлено толстой линией на рис. 1. Сред-
няя частота на этапе B заметно выше, чем на
этапе А. Кроме того, у испытуемого PP на этапе B
наблюдается значительное возрастание низкоча-
стотных компонент. На рис. 2 для испытуемого
PP наблюдается значительное увеличение коэф-
фициента dULF(t) = EULF(t)/<EULF(A)> для спек-
трального диапазона μ = ULF и практически не-
изменное поведение этого коэффициента для ис-
пытуемого NN. На рис. 3 для испытуемого PP на
этапе B также заметно превышение коэффициен-
та dULF(t) = EULF(t)/<EULF(A)>> по сравнению с
испытуемым NN. Особенно это отличие видно на
временах t ≈ 1100 c (рис. 1) , при которых заметны
сильные колебания частоты Fmax(t) для испытуе-
мого PP. 

На рис. 4 и рис. 5 заметны резкие всплески ак-
тивности испытуемого PP, обозначенные жирной
линией, как в LF-, так и в HF-диапазонах после
прекращения этапа B (антиОП) в интервале вре-
мени t = (1020–1150) c. Эти всплески активности
коррелируют с поведением Fmax(t) (рис. 1) для ис-
пытуемого PP в этот интервал времени. Однако
для испытуемого NN (тонкая линия) заметен
всплеск активности в HF-диапазоне интервале
времени (t ≈ 1370 c). Такой резкий всплеск актив-
ности в этот момент времени для испытуемого
NN также можно обнаружить на рис. 1 (смотри
два разнополярных пика высокочастотной актив-
ности на графике Fmax(t)).

Выполним кластеризацию всех испытуемых
по силе воздействия антиОП на организм
человека. В этом случае все введенные

Рис. 1. Зависимости Fmax(t), измеряемой в герцах, от времени t, измеряемого в секундах, для испытуемого NN со
слабым воздействием антиОП (тонкая линия), и испытуемого PP с сильным воздействием антиОП (толстая линия).



180

БИОФИЗИКА  том 65  № 1  2020

БОЖОКИН и др.

количественные коэффициенты приобретут
индекс испытуемого i = 1,2...K (K = 10). В
качестве параметров, характеризующих
силу воздействия антиОП, выберем две величи-

ны:  и Yi =

. Двойными
скобками <<...>> обозначено усреднение по
всем испытуемым, причем для коэффициента
(4) <<DLF(B/A)>> = 1.64, а для коэффициента
(5) <<DLF/HF(B/A)>> = 2.09. Заметим, что такие
усредненные значения для антиОП примерно в
два-три раза меньше, чем соответствующие
значения для дыхательной пробы [9]. Это озна-
чает, что антиОП для отрицательных углов 30°
относительно горизонта имеет меньшее воздей-
ствие на сердечный ритм, по сравнению с про-
ведением интенсивной дыхательной пробы. За-
метим, что статистически значимое различие в

( ) ( )LF LF= / /<< / >>i
iX D B A D B A

( ) ( )LF/HF LF/H= / /<< / >>i
FD B A D B A

значениях параметров Xi и Yi между юношами и
девушками установить не удалось. 

Величины параметров Xi и Yi, показывающих,
насколько индивидуальный параметр для i-го ис-
пытуемого превосходит тот же параметр, усред-
ненный по всем испытуемым, представлены на
рис. 6. Сплошной линией обозначена кривая
X2 + Y2 = 1, разделяющая всех испытуемых на об-
ласть слабого воздействия антиОП (X2 + Y2 < 1) и
область сильного воздействия (X2 + Y2 > 1). Левой
стрелкой на рис. 6 обозначен испытуемый NN
((Xi;Yi) = (0.48; 0.57)), правой стрелкой – испыту-
емый PP ((Xi;Yi) = (0.75; 2.67)).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе реализуется новый подход к
вычислению нестационарной вариабельности
ритма сердца во время функциональных проб.

Рис. 2.  Зависимости коэффициента dULF(t) = EULF(t)/<EULF(A)> от времени для испытуемого NN (тонкая линия) и
испытуемого PP (толстая линия). 

Рис. 3.  Зависимости коэффициента dVLF(t) = EVLF(t)/<EVLF(A)> от времени для испытуемого NN (тонкая линия) и
испытуемого PP (толстая линия). 
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Этот подход использует анализ спектральных
свойств ЧМС ритмограммы, при котором
удары сердца расположены в моменты времени
tn = tn –1 + RRn, n ≥ 1, в которых происходят истин-
ные удары сердца (RRn – промежутки времени
между ударами сердца). Прежний подход анали-
зировал амплитудно-модулированный сигнал
ритмограммы сердца, при котором сердечные
удары с разными значениями RRn находились на
равномерной сетке времен ti + 1 – ti = Δt, причем
время дискретизации сигнала Δt = RRNN, где
RRNN – среднее значение RRn за весь интервал
наблюдения T. Если в сигнале ритмограммы за-
метен значительный тренд изменения частоты
сердечных ударов, который обычно встречается
во многих функциональных пробах, то в этом
случае подход амплитудно-модулированный сиг-
нал дает неправильные спектральные свойства
сигнала ритмограммы, в то время как наш подход

ЧМС правильно воспроизводит его спектраль-
ные свойства. 

В качестве примера рассмотрена антиОП, при
которой осуществляется опускание головной ча-
сти стола на угол, равный 30°, и удержание такого
положения в течение 5 мин. Предложен новый
метод устранения граничных эффектов (метод
трансляционного переноса сигнала), с помощью
которого можно правильно воспроизвести сверх-
низкочастотные компоненты сигнала на левой и
правой границе исследуемого сигнала ритмо-
граммы. Главной особенностью рассматриваемо-
го метода является использование повторного не-
прерывного вейвлетного преобразования, с по-
мощью которого изучаются спектральные
свойства ЧМС ритмограммы. Анализ спектраль-
ных свойств максимальной частоты Fmax(t) позво-
ляет представить сигнал нестационарной ритмо-
граммы как совокупность вспышек активности
различных спектральных диапазонов, которые

Рис. 4.  Зависимости коэффициента dLF(t) = ELF(t)/<ELF(A)> от времени для испытуемого NN (тонкая линия) и
испытуемого PP (толстая линия). 

Рис. 5.  Зависимости коэффициента dHF(t) = EHF(t)/<EHF(A)> от времени для испытуемого NN (тонкая линия) и
испытуемого PP (толстая линия). 
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возникают и исчезают в некоторые моменты вре-
мени. Система таких вспышек спектральной ак-
тивности проиллюстрирована на примере по-
строения спектральных интегралов Eμ(t) в раз-
личных спектральных диапазонах
μ = {ULF,VLF,LF,HF}. Показано, что характерные
продолжительности вспышек τμ в этих диапазо-
нах равны: τULF ≈ 300 c, τVLF ≈ 100 c, τLF ≈ 60 c,
τHF ≈ 7 с. 

Введенные количественные характеристики
нестационарной ритмограммы показывают, что
проведенная антиОП вызывает усиление вспы-
шек спектральной активности испытуемых в
спектральных диапазонах ULF, VLF и LF. Такие
вспышки активности могут проявляться и после
возвращения ортостатического стола в исходное
горизонтальное положение (этап релаксации С).
Проведена классификация испытуемых по силе
воздействия антиОП на организм человека. 

Предлагаемый метод изучения перестройки
спектральной активности сердечного ритма во
время переходных этапов дает возможность коли-
чественно описать динамику взаимодействия па-
расимпатического и симпатического отделов ве-
гетативной нервной системы человека. Количе-
ственные параметры dμ(t) и dμ/ν(t) позволяют
оценить адаптивные возможности организма че-
ловека во время проведения различных физиче-
ских, ортостатических, дыхательных, психоэмо-
циональных и лекарственных проб. Модель не-
стационарной ритмограммы как системы
вспышек, возникающих и исчезающих в опреде-
ленные моменты времени в определенных спек-
тральных диапазонах, может найти свое приме-
нение для описания корреляций пространствен-
но-временных структур во многих областях
биофизики и техники. Данный метод может быть
применен для описания многих нестационарных
сигналов в кардиологии и нейрофизиологии, а

также для описания различных процессов в фи-
зике: вспышки в астрофизике и физике плазмы,
сигналы в метрологии (демодуляция сигнала
ошибки в квантовых стандартах частоты), неста-
ционарные шумы в квантовой радиофизике, ин-
терференционные процессы для ультракоротких
источников излучения. 
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Non-Stationary Heart Rate Variability During Head-Down Tilt Test
 S.V. Bozhokin*, E.M. Lesova**, V.O. Samoilov**, and K.A. Barantsev*

*Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University, Polytechnicheskaya ul. 29, St. Petersburg, 195251 Russia

**Military Medical Academy named after S.M. Kirov, ul. Akademika Lebedeva 6, St. Petersburg, 194044 Russia

A new method for processing a non-stationary rhythmogram signal during head-down tilt test is proposed.
The method is based on continuous wavelet transformation of the heart rate signal with a frequency modula-
tion component. It is shown that the rhythmogram signal is a system of heart rhythm bursts in different fre-
quency ranges. Quantitative indices for analyzing these bursts have been developed. The method of transla-
tional signal transfer is used to eliminate the boundary effects that arise when considering the low-frequency
components of the rhythmogram signal.

Keywords:  non-stationary cardiac rhythmogram, head down tilt test



БИОФИЗИКА, 2020, том 65, № 1, с. 184–189

184

АНАЛИЗ ФАЗОВЫХ ВЗАИМОСВЯЗЕЙ МЕЖДУ КОЛЕБАТЕЛЬНЫМИ 
ПРОЦЕССАМИ В СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТОЙ СИСТЕМЕ ЧЕЛОВЕКА

© 2020  г.   А.В. Танканаг, А.А. Гриневич, И.В. Тихонова, Н.К. Чемерис
Институт биофизики клетки РАН – обособленное подразделение ФИЦ «Пущинский научный центр биологических 

исследований РАН», 142290, Пущино Московской области, ул. Институтская, 3
E-mail: tav@icb.psn.ru

Поступила в редакцию 28.11.2019 г.
После доработки 28.11.2019 г.

Принята к публикации 06.12.2019 г.

Проанализированы фазовые взаимосвязи между вариабельностью сердечного ритма, дыханием,
колебаниями объемной скорости кровотока кожи предплечья (по данным лазерной допплеровской
флоуметрии) и кровенаполнения мягких тканей подушечки пальца (по данным фотоплетизмогра-
фии) у условно-здоровых добровольцев в покое. Степень синхронизации фаз оценивали по величи-
не функции фазовой вейвлет-когерентности. Обнаружена значительная фазовая синхронизация
между колебаниями объемной скорости кровотока кожи предплечья и колебаниями кровенаполне-
ния мягких тканей подушечки пальца в области низких частот (0.0095–0.1 Гц) и на частоте сердеч-
ных сокращений (~1 Гц). На частоте дыхания (~0.3 Гц) выявлены различия в фазовой синхрониза-
ции колебаний периферической гемодинамики (кровенаполнение и объемная скорость) как с ва-
риабельностью сердечного ритма, так и с дыханием. Для колебаний кровенаполнения мягких
тканей пальца наблюдалась высокая фазовая синхронизация как с вариабельностью сердечного
ритма, так и с частотой дыхания, а для колебаний объемной скорости кровотока – низкая фазовая
синхронизация в обоих случаях. 

Ключевые слова:  микроциркуляция, вариабельность сердечного ритма, фазовая синхронизация,
колебания объемной скорости кровотока, колебания кровенаполнения, фазовая вейвлет-когерентность.
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Известно, что в сердечно-сосудистой системе
человека существуют колебания различной при-
роды. Некоторые колебания имеют центральное
происхождение, в то время как другие регулиру-
ются не только центральными, но и локальными
(местными) механизмами. Известно, что интер-
вал между двумя последовательными сердечными
сокращениями не является постоянной величи-
ной. Это явление было впервые обнаружено Аль-
брехтом фон Галлером в 1760 г. и названо вариа-
бельностью сердечного ритма (ВСР). В настоя-
щее время анализ ВСР является одним из широко
используемых неинвазивных методов оценки ве-
гетативной регуляции сердечной деятельности
[1]. Кроме того, для оценки функционирования
системы микроциркуляции как важного звена
сердечно-сосудистой системы широко использу-
ются различные неинвазивные методики. Двумя
основными технологиями для исследований пе-
риферической гемодинамики в коже являются
лазерная допплеровская флоуметрия (ЛДФ) и

фотоплетизмография (ФПГ). Метод ЛДФ позво-
ляет оценить параметры микроциркуляторного
кровотока в коже исследуемого участка [2], тогда
как фотоплетизмограмма, с одной стороны, несет
информацию о регуляции в периферических со-
судах кожи (локальный уровень), а с другой – от-
ражает влияние системных процессов вегетатив-
ной регуляции, поскольку основным фактором,
модулирующим кровенаполнение, является сер-
дечный выброс [3]. При этом как для ЛДФ-сигна-
лов, так и для ФПГ-сигналов характерно наличие
колебаний, которые обусловлены изменением
давления крови в сосудах за счет сердечного вы-
броса и движения легких во время дыхания, а так-
же колебаний, отражающих функционирование
механизмов локальной регуляции перифериче-
ской гемодинамики. Таким образом, в функцио-
нировании сердечно-сосудистой системы чело-
века принимают участие различные процессы,
которые могут быть синхронизованы между со-
бой. В настоящее время наиболее изученной яв-
ляется синхронизация между сердечным ритмом
и частотой дыхания [4–9], а фазовые взаимосвязи
между ВСР, дыханием и гемодинамическими па-

Сокращения: ВСР – вариабельность сердечного ритма,
ЛДФ – лазерная допплеровская флоуметрия, ФПГ – фото-
плетизмография, ФВК – фазовая вейвлет-когерентность.
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раметрами периферических сосудов (объем и
скорость движения крови) остаются мало иссле-
дованными. Мы полагаем, что анализ ВСР, ЛДФ-
и ФПГ-сигналов, зарегистрированных одновре-
менно, позволит получить новые диагностиче-
ские критерии для оценки состояния сердечно-
сосудистой системы, поскольку фазовые соотно-
шения между колебательными процессами при
патологиях могут существенно изменяться по
сравнению с физиологической нормой.

Целью настоящего исследования было вы-
явить и количественно оценить фазовые взаимо-
связи между колебаниями в сердечно-сосудистой
системе человека в состоянии покоя по данным
фотоплетизмографии, лазерной допплеровской
флоуметрии и электрокардиографии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Участники и протокол исследования. В исследо-

вании принимали участие 22 условно здоровых ис-
пытуемых (9 женщин и 13 мужчин) нормального
телосложения без острых и хронических патологий
(средний возраст 33 ± 8 лет, рост – 172 ± 4 см, вес –
68 ± 11 кг, артериальное давление – 109 ±
13/74 ± 10 мм рт. ст., частота сердечных сокраще-
ний – 68 ± 11 уд/мин). Исключающим критерием
было наличие острых и хронических сердечно-со-
судистых и дыхательных заболеваний, диабета и
других патологий. Испытуемые воздерживались от
курения, приема вазоактивных препаратов, алко-
гольных и кофеиносодержащих напитков по мень-
шей мере за 12 ч до исследования. 

Регистрацию проводили в тихой комнате при
20–24°C после двадцатиминутной предваритель-
ной адаптации. Во время измерений участники
находились в положении лежа на спине. Для каж-
дого испытуемого одновременно регистрировали
четыре записи – электрокардиограмму, дыха-
тельный ритм, ЛДФ-грамму и фотоплетизмо-
грамму. Длительность всех сигналов составляла
15 мин.

Изменения объемной скорости кожного кро-
вотока регистрировали при помощи допплеров-
ского флоуметра ЛАКК-02 («ЛАЗМА», Россия;
длина волны 1.06 мкм, мощность излучения
1.2 мВт) на наружной поверхности правого пред-
плечья вблизи лучезапястного сустава. Частота
дискретизации ЛДФ-грамм составляла 20 Гц. 

При помощи аппаратно-программного ком-
плекса «ВНС-Микро» («Нейрософт», Россия)
регистрировали электрокардиограмму во II стан-
дартном отведении и дыхательный ритм –
посредством температурного датчика, располо-
женного в области рта и носа. Частота дискрети-
зации для электрокардиограммы и ритма дыха-
ния составляла 1 кГц. Зарегистрированные элек-
трокардиограммы подвергали математической
обработке в программе «Поли-Спектр» («Нейро-

софт», Россия) с целью обнаружения QRS-ком-
плексов и преобразования в последовательности
RR-интервалов (интервалограммы). 

Динамику кровенаполнения мягких тканей
регистрировали на указательном пальце правой
руки при помощи фотоплетизмографа «Ангиос-
кан» («Ангиоскан-Электроникс», Россия; длины
волн 665 и 935 нм) с частотой 2 кГц. 

Для последующего анализа интервалограммы
записи дыхательного ритма и ФПГ-сигналы пе-
ресемплировали с частотой 20 Гц. На рис. 1 пред-
ставлены фрагменты анализируемых сигналов
для одного из участников. 

Анализ фазовых взаимосвязей. Степень скорре-
лированности фаз анализируемых сигналов опре-
деляли по величине функции фазовой вейвлет-
когерентности (ФВК) [10–12], которую рассчи-
тывали следующим образом. Для каждого сигна-
ла находили комплексную спектральную функ-
цию X(ωk,tn) = ak,n + ibk,n, которая описывает
спектральные свойства сигнала x(t) в частотно-
временной области. Для пары сигналов x1(t) и
x2(t) вычисляли разность фаз и находили коэффи-
циенты

 и

Затем рассчитывали усредненную по времени
функцию 

которая принимает значения от 0 до 1 и несет ин-
формацию о степени фазовой когерентности двух
сигналов x1(t) и x2(t) на частоте ωk. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе проведенного исследования обнаруже-

на значительная фазовая синхронизация между
колебаниями скорости микроциркуляторного
кровотока кожи предплечья и динамикой крове-
наполнения мягких тканей подушечки пальца в
области низких частот (0.0095–0.1 Гц) и на часто-
те сердечных сокращений (~ 1 Гц) (рис. 2). Меди-
анные значения ФВК для этих частотных обла-
стей равны ~ 0.5. Известно, что колебания микро-
циркуляторного кровотока в области низких
частот обусловлены различными физиологиче-
скими процессами: активностью гладкомышеч-
ных клеток стенок сосудов, нейрогенным кон-
тролем и сосудодвигательной активностью эндо-
телия [13]. Для колебаний кровенаполнения
тканей подушечки пальца, регистрируемых мето-
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дом ФПГ, также выделяют несколько частотных
интервалов, колебания в которых имеют различ-
ное физиологическое происхождение. Однако
трактовка их генезиса, особенно в области низких
частот, у разных авторов отличается. Так, напри-
мер, некоторые исследователи [14–16] придержи-
ваются границ частотных интервалов, принятых
при исследовании кожной микрогемодинамики.
Другие авторы склоняются к частотным диапазо-
нам, характерным для анализа спектрального со-
става ВСР [2, 17] и выделяют среди низкочастот-
ных колебаний в ФПГ-сигналах колебания сим-
патического тонуса и эфферентной вагусной
активности, колебания, обусловленные функци-
онированием энергосберегающих механизмов и
механизмов терморегуляции, а также колебания,
вызываемые миогенным ответом на изменение

давления в сосудах. Кроме того, как для колеба-
ний кожной микрогемодинамики, так и для коле-
баний кровенаполнения общими являются диа-
пазоны, связанные с респираторной и сердечной
активностью. Таким образом, наблюдаемая фазо-
вая синхронизация колебаний скорости кожного
кровотока и кровенаполнения тканей на частоте
сердечного ритма обусловлена общим механиз-
мом генерации колебаний – сердечным выбро-
сом, а в области низких частот – общими меха-
низмами, регулирующими как объемную ско-
рость кожного кровотока, так и кровенаполнение
мягких тканей подушечки пальца. 

Анализ фазовых взаимосвязей между колеба-
ниями периферической гемодинамики (по дан-
ным ЛДФ и ФПГ) и частотой дыхания показал
следующие результаты (рис. 3). На частоте дыха-

Рис. 1. Фрагменты анализируемых сигналов для одного участника: (а) – дыхание, (б) – ВСР, (в) – объемный кровоток
кожи предплечья, (г) – кровенаполнение подушечки указательного пальца. 
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ния (~ 0.3 Гц) наблюдается высокая фазовая син-
хронизация (Me ~ 0.7) между дыхательным рит-
мом и колебаниями кровенаполнения мягких
тканей и низкая фазовая синхронизация
(Me ~ 0.2) между дыханием и колебаниями скоро-
сти кожного кровотока. 

Сходные результаты наблюдались и для фазо-
вых взаимосвязей колебаний периферической ге-
модинамики с ВСР (рис. 4). На частоте дыхания
(~ 0.3 Гц) обнаружена значительная фазовая син-
хронизация (Me ~ 0.6) между ВСР и колебаниями
кровенаполнения мягких тканей и низкая фазо-

вая синхронизация (Me ~ 0.2) между ВСР и коле-
баниями скорости кожного кровотока. Кроме то-
го, как для колебаний объемной скорости крово-
тока, так и для колебаний кровенаполнения
мягких тканей пальца наблюдается значительная
фазовая синхронизация (Me ~ 0.5) с ВСР на ча-
стотах ~ 0.01 Гц и ~ 0.1 Гц (рис. 4). 

Наблюдаемые различия в фазовой синхрони-
зации колебаний объемной скорости кожного
кровотока и кровенаполнения мягких тканей
пальца с ВСР и дыхательным ритмом на частоте
дыхания могут быть объяснены следующим обра-

Рис. 2. Значения функции ФВК между колебаниями кровенаполнения подушечки указательного пальца и колебани-
ями кожного кровотока предплечья. Приведены медианы, 25-й и 75-й процентили. 

Рис. 3. Значения функции ФВК между частотой дыхания и колебаниями кровенаполнения подушечки указательного
пальца («ЧД–ФПГ»), а также между частотой дыхания и колебаниями кожного кровотока предплечья («ЧД–ЛДФ»).
Приведены медианы, 25-й и 75-й процентили. 
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зом. Известно, что респираторно-связанные ко-
лебания периферической гемодинамики более
выражены в венулярной части сердечно-сосуди-
стого русла. В нашей работе был использован
пальцевой вариант регистрации кровенаполне-
ния, т. е. ФПГ-зонд закрепляли на дистальной
фаланге, и в зондируемый объем попадали все со-
суды, в том числе вены, мелкие артерии, артерио-
венозные анастомозы и микрососуды. Напротив,
при регистрации кожной перфузии методом ЛДФ
в измеряемый объем попадали преимущественно
микрососуды (артериолы, капилляры и венулы).
Поэтому в состоянии покоя респираторно-свя-
занные колебания в ФПГ-сигналах могут быть
выражены в большей степени, чем в ЛДФ-сигна-
лах. Кроме того, следует также отметить, что на
полученные результаты может оказывать влияние
различная плотность симпатической иннервации
в месте регистрации ФПГ- и ЛДФ-сигналов. Из-
вестно, что существует связь между дыханием и
активностью симпатического отдела вегетатив-
ной нервной системы. В частности, паттерн сим-
патической активности возрастает во время вдоха
и достигает пика во время позднего вдоха и нача-
ла постинспираторной активности [18–20]. В на-
стоящем исследовании регистрация ФПГ- и
ЛДФ-сигналов осуществлялась с подушечки
пальца и кожи предплечья соответственно, т. е. с
участков, имеющих различную выраженность
иннервации симпатическими волокнами вегета-
тивной нервной системы. Кожа предплечья ха-
рактеризуется меньшей плотностью симпатиче-
ской иннервации по сравнению с кожей пальца
[21]. Таким образом, респираторная активность
через симпатически опосредованную вазокон-
стрикцию может по-разному модулировать ФПГ-

и ЛДФ-сигналы [22]. Однако высказанные пред-
положения требуют проведения дополнительных
исследований с использованием различных
функциональных тестов, например, дыхательных
проб.

Выявленная значительная фазовая синхрони-
зация между ВСР и колебаниями перифериче-
ской гемодинамики (по данным ФПГ и ЛДФ) на
частотах ~ 0.01 Гц и ~ 0.1 Гц также свидетельству-
ет в пользу гипотезы об общих механизмах, регу-
лирующих объемную скорость кожного кровото-
ка и кровенаполнение мягких тканей пальца, но
это предположение нуждается в дополнительном
экспериментальном подтверждении. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведено исследование фазовых взаимоотно-

шений между ВСР, частотой дыхания, колебания-
ми объемной скорости кровотока кожи предпле-
чья (по данным ЛДФ) и колебаниями кровенапол-
нения мягких тканей пальца (по данным ФПГ) у
условно здоровых добровольцев в состоянии по-
коя. В области низких частот (0.0095–0.1 Гц) обна-
ружена значительная фазовая синхронизация меж-
ду колебаниями объемной скорости кровотока ко-
жи предплечья и колебаниями кровенаполнения
мягких тканей. Кроме того, выявлена значитель-
ная фазовая синхронизация между ВСР и колеба-
ниями кожной гемодинамики (объемная скорость
и кровенаполнение) на частотах ~ 0.01 Гц и ~0.1 Гц.
На частоте дыхания (~ 0.3 Гц) выявлены различия
в фазовой синхронизации колебаний перифериче-
ской гемодинамики (по данным ЛДФ и ФПГ) как
с ВСР, так и с частотой дыхания. Для колебаний
кровенаполнения мягких тканей пальца наблюда-

Рис. 4. Значения функции ФВК между ВСР и колебаниями кровенаполнения подушечки указательного пальца
(«ВСР–ФПГ»), а также между ВСР и колебаниями кожного кровотока предплечья («ВСР–ЛДФ»). Приведены
медианы, 25-й и 75-й процентили. 
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лась высокая фазовая синхронизация как с ВСР,
так и с частотой дыхания, а для колебаний объем-
ной скорости кровотока – низкая фазовая синхро-
низация в обоих случаях. Полученные результаты
могут послужить основой для создания новых диа-
гностических критериев оценки состояния микро-
сосудистого русла при различных патологиях.
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Analysis of Phase Interactions between Oscillatory Processes 
in Human Cardiovascular System

 A.V. Tankanag, A.A. Grinevich, I.V. Tikhonova, and N.K. Chemeris

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

The phase interactions between heart rate variability, respiration, forearm skin blood flow oscillations (with
laser Doppler f lowmetry) and finger-pad tissue blood volume oscillations (with photoplethysmography) in
healthy subjects at rest were analyzed. The degree of synchronization between phases of analyzed signals was
estimated with the value of wavelet phase coherence function. High phase synchronization between tissue
blood volume oscillations and skin blood flow ones was found in low frequency band (0.0095–0.1 Hz) and at
frequency of the heart rate (~1 Hz). At frequency of respiration (~0.3 Hz) there are differences in phase syn-
chronization between peripheral hemodynamic oscillations (blood volume and blood flow) and heart rate
variability or respiration.  High phase synchronization was found between finger-pad blood volume oscilla-
tions and heart rate variability or respiration. On the contrary, low phase synchronization was observed be-
tween forearm skin blood flow oscillations  and heart rate variability or respiration.

Keywords: microcirculation, heart rate variability, phase synchronization, skin blood flow oscillations, tissue blood
volume oscillations, wavelet phase coherence 
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С использованием данных по 40 странам в исторический период за два с половиной века изучены
особенности возрастных изменений скорости старения для стран мира, а также возможности и
ограничения метода количественной оценки старения по показателям, связанным с анализом
смертности популяций. Интенсивность смертности и ее производные показатели – коэффициенты
формулы Гомперца (m(t) = R0exp(k×t), где m – интенсивность смертности для возраста t, R0 –
начальный уровень смертности, k – скорость нарастания смертности; считается, что оба
компонента связаны со старением), и формулы Гомперца–Мейкема (дополняется коэффициентом
A, отражающим неизменяемый уровень смертности, зависимый от внешних условий), в реальности
испытывают на себе все внешние влияния на смертность, поэтому они лишь косвенно отражают
старение. Компоненты А и R0 не обязательно равномерны для разных возрастов и влияют друг на
друга, изменяясь в противофазе, как и компоненты R0 и k. Для характеристики внешних влияний
на смертность лучше использовать компонент R0 формулы Гомперца, а для оценки собственно
старения – ее компонент k для высоких значений внешних влияний на смертность; в то же время
для низких значений A лучше использовать компонент k формулы Гомперца–Мейкема. При этом
абсолютное сравнение компонентов формул Гомперца и Гомперца–Мейкема часто не правомерно,
так как они могут различаться в разы. Приращение смертности d(m) – наилучший показатель,
отражающий собственно биологическую природу старения и отражающий изменения ее для
данного возраста, но он может отражать и частные изменения общей смертности для определенных
возрастов. Использование последнего показателя позволяет видеть, что основные закономерности
процесса старения сохраняются на протяжении всех исторических периодов и для всех стран.
Цикличность и изломанность кривых смертности в ранние периоды истории – недостатки методов
регистрации первичных данных, а не действительное явление. В целом следует заключить, что
придание компонентам формул биологического значения следует проводить осторожно, проверяя
математические выводы собственно биологическими данными и методами. 

Ключевые слова:  старение, смертность, формула Гомперца–Мейкема, скорость старения, изменение
смертности в истории, изменение скорости старения.
DOI: 10.31857/S0006302920010214

Резкое и продолжающееся постарение населе-
ния в ХХ веке на фоне снижающейся рождаемо-
сти создает выраженные социально-экономиче-
ские трудности, что определяет возрастающий
интерес к проблемам старения во всем мире и
возможностям влияния на него [1]. При этом воз-
растает значение методов количественной оцен-
ки процесса старения, особенно на уровне попу-
ляций – стран. Анализ возрастной смертности
является таким общепризнанным методом оцен-
ки старения на уровне популяций [2] еще со вре-
мени исследований Б. Гомперца [3] (экспоненци-
альное нарастание интенсивности смертности с
возрастом как основной закон старения). Однако

использование этого метода до сих пор не позво-
лило ответить на ряд вопросов: о природе старе-
ния, интерпретации самого метода, о биологиче-
ском пределе продолжительности жизни [4, 5],
изменении скорости старения на протяжении
жизни, изменении в истории и для разных стран
скорости старения, о наличии снижения скоро-
сти старения долгожителей, об увеличении мак-
симальной продолжительности жизни в истории
[6, 7], cохраняется ли экспоненциальное и равно-
мерное увеличение смертности в течение жизни
или в возрасте долгожителей снижается вплоть до
и выхода на плато [7] и ряд других.

УДК 573.7.017.6+519.711.3
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Цель исследования – изучить особенности
возрастных изменений скорости старения для
стран мира в истории и определить возможности
и ограничения метода оценки старения по пока-
зателям, связанным с оценкой смертности попу-
ляций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изучали изменения возрастной смертности

для 40 стран мира за период 1750–2014 гг. по дан-
ным Human Mortality Database [8]: таблицам вы-
живаемости для когорты в 100000 человек с дожи-
тием за каждый год  с 1 до 110 лет для историче-
ских периодов в 10 лет.

По данным таблиц дожития рассчитывали по-
казатели формулы Гомперца и Гомперца–Мей-
кема (в последнем случае формула Гомперца до-
полнена коэффициентом Мейкема А), используя
известные методы [2, 9]: m = A + R0exp(k ⋅ t), где
А – константа, показатель внешних влияний на
смертность; R0 и k – коэффициенты, которые,
как принято считать, отражают биологическую
природу смертности, т. е. скорость старения.
Строили графики изменения общей возрастной
интенсивности смертности m и ее приращения
d(m), а также графики разницы общей смертно-
сти и внешних влияний на нее (m – A).

Сравнивали истинную интенсивность смерт-
ности с расчетной, вычисленной по параметрам
формулы Гомперца–Мейкема, и оценивали ко-
эффициент корреляции r. Для нивелирования
случайных выбросов значений кривой прираще-
ния интенсивности смертности использовали ли-
нейное сглаживание по трем-пяти точкам.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Хотя формула Гомперца (B. Gompertz, 1825)

первоначально была получена чисто эмпирически,
исходя из статистики смертности [3], в настоящее
время она может быть выведена теоретически. Из
общепринятого определения «старение – это сни-
жение общей жизнеспособности с возрастом» и
представления о том, что это является самопроиз-
вольным, вероятностным процессом, можно рас-
сматривать снижение жизнеспособности X с воз-
растом как процесс, аналогичный процессу радио-
активного распада, когда количество элементов
уменьшается с течением времени и зависит только
от их присутствия в данный момент: dX/dt = –k ⋅ X,
где k – коэффициент пропорциональности. Соот-
ветственно для времени t количество оставшихся
жизнеспособных элементов будет следующим:
Х(t) = Х0ехр(–k ⋅ t).

В то же время общая уязвимость и в конечном
счете общая смертность для популяции обратно
пропорциональна жизнеспособности: m = 1/X,

что приводит нас к известной формуле Гомпер-
ца–Мейкема с общепринятыми коэффициента-
ми и поправкой – коэффициентом Мейкема:
m(t) = R0exp(k⋅t) + A.

Для оценки скорости старения используют по-
казатель m – A (интенсивность смертности без
фонового внешнего компонента A), коэффици-
ент возрастной смертности k, определяющий
скорость нарастания смертности, зависимой от
старения, и коэффициент R0, определяющий на-
чальный уровень смертности и характеризующий
«начальный уровень старения». Также можно ис-
пользовать приращение интенсивности смертно-
сти d(m), которое нивелирует константу A; при
этом показатель d(m) лучше отражает собственно
скорость старения, чем m – A, так как в послед-
нем случае используется среднее значение коэф-
фициента A, который в реальности может значи-
тельно меняться для различных возрастных пери-
одов. 

Наконец, снижение скорости старения позво-
ляет дожить до более поздних возрастов, что поз-
воляет для оценки старения использовать возраст
полного вымирания для стандартной когорты
(100000 человек) – максимальную продолжитель-
ность жизни.

Идеальным примером графика Гомперца-
Мейкема можно считать график для Нидерлан-
дов за 1950 г. (рис. 1): близкий к прямой график,
совпадающий с реальной кривой интенсивности
смертности m для 20–90 лет и с отклонением вниз
от расчетной кривой Гомперца–Мейкема для ре-

Рис. 1. Изменения интенсивности смертности с воз-
растом (Нидерланды, 1950–59 гг.). По оси ординат –
интенсивность смертности (логарифмический мас-
штаб), по оси абсцисс – возраст доживших. Реальная
кривая – жирная линия, расчетная кривая при обра-
ботке данных по формуле Гомперца–Мейкема – тон-
кая линия. 
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альной кривой смертности для возрастов долго-
жителей.

В большинстве случаев, однако, имеют место
графики интенсивности смертности самой раз-
ной формы для разных стран и разных возраст-
ных периодов (рис. 2). Принято считать, что раз-
личия связаны с различием внешних влияний на

смертность, что отражает коэффициент А форму-
лы Гомперца-Мейкема. 

Использование показателей смертности без
внешнего коэффициента (m – A) и использование
приращения смертности d(m), также убирающего
внешние влияния на смертность, показывает
(рис. 3), что если для графика общей смертности
m линейный участок наблюдается для 55–75 лет,
то для графиков m – A и d(m) – для 20–90 лет. 

Другие отмечаемые особенности: вклад внеш-
него коэффициента A в общую смертность m с
возрастом резко снижается, так как она не может
уже «соперничать» с экспонентой нарастания
смертности по причинам собственно старения;
кроме того, «ступенька» в 20–40 лет для общей
смертности определяется также во многом кон-
стантой А. 

Графики m – A и d(m) параллельны, так как от-
ражают одно и то же – собственно скорость ста-
рения и имеют прямую форму на гораздо боль-
шем возрастном периоде, чем график реальной
интенсивности смертности m. Однако параллель-
ность и прямая форма графика наблюдаются да-
леко не всегда (рис. 4), и «ступенька» может не
нивелироваться константой А. 

Колебания графика d(m) также могут быть не
связаны с изменениями собственно старения
(рис. 4), а отражают, видимо, частные особенно-
сти изменения общей интенсивности смертности
для ряда возрастов. 

Рис. 2. Изменения интенсивности смертности с
возрастом для разных стран в 1930–39 гг. По оси ор-
динат – интенсивность смертности (логарифмиче-
ский масштаб), по оси абсцисс – возраст доживших.
Снизу вверх: Австралия (жирная линия), Канада,
Франция, Финляндия. 

Рис. 3. Изменения различных показателей интенсив-
ности смертности с возрастом (Дания, 1930–39 гг.).
По оси ординат – параметры (логарифмический мас-
штаб), по оси абсцисс – возраст доживших. Сверху
вниз: расчетная и реальная кривые интенсивности
смертности (тонкая и жирная линии); разница общей
интенсивности смертности и внешней компоненты:
m – А (средняя линия); приращение интенсивности
смертности d(m) (нижняя линия).

Рис. 4. Изменения различных показателей интенсив-
ности смертности с возрастом (Россия, 2014 г.). По
оси ординат – параметры, логарифмический мас-
штаб, по оси абсцисс – возраст доживших. Сверху
вниз: расчетная и реальная кривые интенсивности
смертности (тонкая и жирная линии); разница общей
интенсивности смертности и внешней компоненты:
m – А (средняя линия); приращение интенсивности
смертности d(m) (нижняя линия).
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Для России в 2014 г. график m – А показывает
инверсию (повышение) общей смертности долго-
жителей, что обычно для конца ХХ – начала ХХI
веков, но график d(m) показывает снижение, что
указывает на сохранение отмечаемого всегда в ис-
тории для всех стран феномена замедления старе-
ния для возрастов долгожителей [10]. 

Также, исходя из природы показателей, оди-
наковая скорость старения для m – A выражается
горизонтальной прямой, как и для графика об-
щей смертности m, но для графика d(m) это 0, а
снижение скорости старения регистрируется как
отрицательные значения.  

Оценка старения по компонентам формулы
Гомперца–Мейкема (A, R0 и k) также имеет свои
ограничения. Так, для времен Первой мировой
войны график для Италии (1910–1919 гг.) показы-
вает «горб» смертности для молодых и средних
возрастов (рис. 5а), что делает невозможным вы-
числение обычными методами формулы Гомпер-
ца–Мейкема (рис. 5б). 

Таким образом, показатель А может резко раз-
личаться для разных возрастов, кроме того, впол-
не вероятно, что одинаковые влияния оказыва-
ются не одинаковыми для лиц разного возраста
ввиду того же процесса старения.

Также можно видеть, что все три показателя
формулы тесно связаны между собой. На примере
Франции 1850–2000 гг. видно (рис. 6), что компо-
ненты А и R0 фактически дополняют друг друга,
реагируя в противофазе на изменение другого;
значительные, в разы, изменения близких значе-
ний R0 вряд ли означают изменения в разы в бли-
жайшие годы и начального уровня старения: это

чисто математический феномен. Аналогичным
образом изменяются в противофазе коэффици-
енты R0 и k.

График Гомперца в ряде случаев оказывается
предпочтительнее, чем график Гомперца–Мей-
кема, так как его компонент k практически не ре-
агирует на внешние влияния. Однако для низких
значений А (и R0), характерных в современности
для всех развитых и большинства развивающихся
стран, отмечается повышение k для графика Гом-
перца, чего нет для графика Гомперца–Мейкема,
что также отражает, видимо, математические осо-
бенности вычисления компонентов формулы, а
не собственно факт ускорения старения для со-
временности. 

Таким образом, для характеристики внешних
влияний на смертность лучше использовать ком-
понент R0 формулы Гомперца, а для оценки ста-
рения – компонент k для высоких значений
внешних влияний на смертность; в то же время
для низких значений внешних влияний на смерт-
ность лучше использовать компонент k формулы
Гомперца–Мейкема. Следует также отметить,
что прямое абсолютное сравнение компонентов
формул Гомперца и Гомперца-Мейкема неправо-
мерно, так как они могут различаться в разы.

Если все компоненты формул отражают сред-
ние значения для всего возрастного периода (1–
110 лет), то показатель приращения интенсивно-
сти смертности реагирует на изменение собствен-
но старения и для настоящего момента и поэтому
является наиболее предпочтительным для оценки
собственно скорости старения. На рис. 7 видно,
что графики данного показателя практически

Рис. 5. Избирательное влияние внешних условий на смертность в узком диапазоне возрастов (Италия, 1910–1919 гг.).
По оси ординат – возраст доживших; по оси абсцисс: (а) – вероятность смерти (за год), сверху вниз – 1910–1919 гг.
(жирная кривая), 1900–1909 гг. (тонкая линия) и 1920–1929 гг. (пунктир); (б) –  интенсивность смертности,
логарифмический масштаб, те же обозначения кривых.

Рис. 5. Избирательное влияние внешних условий на смертность в узком диапазоне возрастов (Италия, 1910–1919 гг.).
По оси ординат – возраст доживших; по оси абсцисс: (а) – вероятность смерти (за год), сверху вниз – 1910–1919 гг.
(жирная кривая), 1900–1909 гг. (тонкая линия) и 1920–1929 гг. (пунктир); (б) –  интенсивность смертности,
логарифмический масштаб, те же обозначения кривых.
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совпадают для разных стран (рис. 6а) и разных ис-
торических периодов для одной и той же страны
(рис. 6б).  

Использование этого показателя позволяет
также видеть сохранение эффекта снижения ско-
рости старения для возрастов долгожителей во
все исторические периоды.

Еще одной особенностью графиков интенсив-
ности смертности для ранних исторических пе-
риодов (до 1850-х гг.) является цикличность всех
показателей; десятилетний период циклов, сов-
падающий с периодом представления данных,
указывает, что это – феномен регистрации смерт-

ности, что резко затрудняет анализ закономерно-
стей изменения смертности и старения для этих
периодов. Аналогично затрудняет исследования
изломанность графика для ряда стран, сменяю-
щаяся к концу ХХ века на прямую форму графи-
ка, что также является результатом недостаточ-
ной корректности регистрации данных.

Резкое повышение средней продолжительности
жизни на протяжении 200 лет (за 1750–1950 гг. –
с 35–40 до 70–75 лет) не сопровождается повыше-
нием максимальной продолжительности жизни
(она колеблется в пределах 102–105 лет для разных
стран, не имея тенденции к повышению в течение

Рис. 6. Изменение компонентов формулы Гомперца–Мейкема в истории (Франция, 1850–2000 гг.). По оси ординат –
значения параметров, по оси абсцисс – годы; (а) – компоненты A*10 и R0*1000, логарифмический масштаб; (б) –
компоненты R0*1000 и k*2, обычный масштаб.

Рис. 7. Приращение интенсивности смертности для разных стран (а) и в истории одной страны (б). По оси ординат –
приращение интенсивности смертности d(m), логарифмический масштаб; по оси абсцисс – возраст доживших. (а) –
Ирландия, Канада, Португалия, Финляндия, 2000–2010 гг.; (б) – Франция, 1816, 1850, 1900 и 1950 гг.
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200 лет). Однако с середины ХХ века средняя про-
должительность жизни выходит в область долгожи-
телей (возраст более 80 лет). Это резко увеличивает
количество доживших до возрастов долгожителей
(для 1850 и 2010 гг. для Франции: до 80 лет – с 7.8%
до 65.6%, до 100 лет – с 0.5% до 14.3%, до 105 лет: с
0 до 0.9%) и, видимо, чисто статистически повышает
максимальную продолжительность жизни (со 105 до
114 лет соответственно для Франции 1850 и 2010 гг.).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для количественной оценки скорости старе-

ния человека оптимальными считаются демогра-
фические методы – повозрастная оценка интен-
сивности смертности на основании таблиц дожи-
тия; график Гомперца–Мейкема остается
важнейшим, коэффициентам которого придается
определенное биологическое значение: А – кон-
станта Мейкема, отражающая внешние влияния
на смертность; R0 и k, отражающие соответствен-
но начальный уровень старения и величину
его экспоненциального нарастания с возрастом
[2, 3, 9]. 

Оценка старения по коэффициентам формулы
Гомперца–Мейкема имеет, однако, свои ограни-
чения. Так, пример времен Первой мировой вой-
ны, когда вероятность смерти для узкого диапазо-
на возрастов была резко повышена, отражает воз-
можную неравномерность внешних влияний на
смертность разных возрастов, что не учитывает
компонент А, являющийся константой. Кроме
того, вполне вероятно, что одинаковые влияния
оказываются не одинаковыми для лиц разного
возраста ввиду того же процесса старения.

Все три показателя формулы оказываются к
тому же тесно связанными между собой и факти-
чески дополняют, влияя друг на друга и изменя-
ясь в противофазе: A и R0, R0 и k. При этом резкие
и частые колебания компонентов для ближайших
возрастов показывают, что это, видимо, чисто ма-
тематический феномен, а не реальные изменения
биологического старения. На протяжении двух с
половиной веков и на примере 40 стран можно
легко видеть, что все компоненты формулы реа-
гируют на внешние влияния – голод, войны, эпи-
демии, являющиеся чисто внешними причинами
изменения смертности.

Кроме того, компоненты формул Гомперца и
Гомперца–Мейкема оказываются не идентичны
и по-разному реагируют на внешние влияния на
смертность. Для характеристики внешних влия-
ний на смертность лучше использовать R0 форму-
лы Гомперца, а для оценки старения – k для вы-
соких значений внешних влияний на смертность,
в то же время для низких значений лучше исполь-
зовать компонент k формулы Гомперца–Мейке-
ма. При этом абсолютное сравнение компонен-

тов формул Гомперца и Гомперца–Мейкема
не правомерно, так как они могут различаться в
разы.

Важно, что все компоненты формул отражают
средние значения для всего возрастного периода
1–110 лет, в то время как показатель приращения
интенсивности смертности реагирует на измене-
ние собственно старения и для настоящего мо-
мента; кроме того, этот  показатель не требует
специальных сложных вычислений, являясь про-
сто разностью соседних значений интенсивности
смертности m. 

Таким образом, показатель приращения ин-
тенсивности смертности d(m) является наиболее
предпочтительным для оценки собственно ско-
рости старения, что давно отмечено в литературе
[9]. Интересно, что графики данного показателя
практически совпадают для разных стран и раз-
ных исторических периодов для одной и той же
страны вплоть до середины ХХ века. Этот показа-
тель также позволяет видеть сохранение отмечае-
мого всегда в истории и для всех стран феномена
замедления старения для возрастов долгожите-
лей: феномен инверсии смертности для этих воз-
растов для современности – результат внешних
влияний на смертность [10].

Для всех показателей также важна точность ре-
гистрации данных для таблиц дожития. Отмечае-
мая для ранних исторических периодов (до 1850-
х годов) цикличность всех показателей и десяти-
летний период циклов, совпадающий с периодом
представления данных, указывает, что это – фе-
номен регистрации смертности, как и наблюдае-
мая для ряда стран изломанность графика смерт-
ности. Все это резко затрудняет анализ законо-
мерностей изменения смертности и старения для
ранних исторических периодов.

В целом, однако, можно заключить, что на
протяжении всех исторических периодов и всех
стран сохраняются типичные закономерности
старения – линейное повышение скорости старе-
ния (в логарифмическом масштабе, отражающем
экспоненциальный закон нарастания скорости
старения с возрастом) с периода окончания роста
и развития до возрастов долгожителей, и сниже-
ние скорости старения в возрастах долгожителей.

Снижение скорости старения для возраста
долгожителей отражает неоднородность популя-
ции, так как наследственность может вносить,
видимо, до 25% изменений в длительность жиз-
ни, формируя феномен долгожителей [9, 11].

Влияние внешних условий на скорость старе-
ния также вполне вероятно и отмечается в лите-
ратуре при использовании различных методов
оценки старения [12–15]. 

Кроме того, мы предложили взгляд на старе-
ние, сближающий патологические изменения
при естественном старении и изменения при воз-
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растных заболеваниях [16]. Изменения общей
жизнеспособности эквивалентно влиянию на
биологическое старение вне зависимости от при-
чин, поэтому можно ожидать, что профилактика
возрастных заболеваний и высокий уровень ме-
дико-социальной помощи окажут значимые вли-
яния на видимую скорость старения [16]. В то же
время в более старших возрастах долгожителей
выраженные изменения физиологических пока-
зателей при естественном старении нивелируют
этот эффект для доживших до этих возрастов
обычных лиц и ведут к инверсии сниженной
смертности в возрастах долгожителей на повы-
шенную. 

Резкое повышение средней продолжительно-
сти жизни на протяжении 200 лет (1750–1950 гг.)
не сопровождается повышением максимальной
продолжительности жизни, однако, с середины
ХХ века средняя продолжительность жизни выхо-
дит в область долгожителей (возраст более 80
лет), что резко увеличивает количество дожив-
ших до самых старших возрастов и чисто стати-
стически повышает максимальную продолжи-
тельность жизни, которая, таким образом, уже не
является показателем только биологического ста-
рения. Максимальная продолжительность жизни
признается важнейшим показателем старения
как для человека, так и в экспериментах по влия-
нию геропротекторов на продолжительность
жизни животных, однако, как можно видеть,
применять этот показатель также нужно осто-
рожно. 

В целом геронтологический анализ популяци-
онных изменений исторической динамики про-
должительности жизни и причин смерти в раз-
личных странах является в настоящее время од-
ним из наиболее актуальных научно-
практических вопросов [17], как и моделирование
количественного анализа продолжительности
жизни [18], однако зачастую этот метод прово-
дится не достаточно аккуратно, не учитывая огра-
ничения показателей старения при анализе
смертности популяций. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение изменений возрастной смертности
является давним общепринятым методом изуче-
ния скорости старения как в эксперименте на жи-
вотных при изучении влияния средств продления
жизни, так и для человека. Обработка данных
таблиц дожития с вычислением коэффициентов
формулы Гомперца–Мейкема – важнейший ме-
тод оценки старения, так как коэффициентам
формулы придается биологический смысл, свя-
занный со старением организма.

Однако сравнение коэффициентов формулы
Гомперца–Мейкема для разных стран в течение

больших исторических периодов показывает, что
все компоненты формулы могут быть математи-
чески связаны между собой и отражать влияния
внешних условий на смертность, что требует
осторожности в интерпретации их показателей.
Кроме того, следует учитывать возможность не-
точности регистрации первичных данных для
таблиц дожития.

 Наилучшим показателем скорости старения
является, видимо, показатель приращения ин-
тенсивности смертности, отражающий измене-
ния ее для данного возраста. Его использование
позволяет видеть, что основные закономерности
процесса старения сохраняются на протяжении
всех исторических периодов и для всех стран:
скорость старения изменяется линейно (в лога-
рифмическом масштабе) в пределах 20–90 лет, с
последующим снижением скорости старения
долгожителей, что носит, видимо, наследствен-
ный характер.
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Mortality as an Indicator of Aging: Possibilities and Limitations
 V.N. Krut’ko and V.I. Dontsov

Institute for Systems Analysis, Federal Research Center «Computer Science and Control» of Russian Academy of Sciences,
prosp. 60-letiya Oktyabrya 9, Moscow, 117312 Russia

Using data gathered on 40 countries throughout a historical period covering two and a half centuries, we stud-
ied the features of age-related changes in the rate of aging for the countries in the world and elucidated the
possibilities and limitations of the method for quantitatively measuring the aging effect by the parameters re-
lated to the analysis of population mortality. Mortality rate and its derivatives are the variables of the
Gompertz formula: m(t) = R0exp(k×t), where m is the mortality rate at time t (age), R0 is basic reproductive
rate, k is mortality rate increase; both components are believed to be associated with aging), and of the
Gompertz–Makeham formula (supplemented by the coefficient A as an immutable mortality rate dependent
on external conditions). A and R0 components are not necessarily uniform for different ages and affect each
other, changing in antiphase, as components R0 and k. To characterize the external effects on mortality, it is
better to use the R0 of the Gomperеtz formula, and when the values of external effects on mortality are high,
the component k of the Gomperеtz formula can be used to evaluate aging; at the same time, when the coef-
ficient A is low, it is better to use the component k of the Gompertz–Makeham  formula. In this case, the
absolute comparison of the components of the Gompertz and Gompertz–Makeham formulas is not reason-
able because these components may differ considerably. Mortality increment d(m) is the best indicator re-
flecting the biological nature of ageing. Using this indicator, it is possible to observe that the main patterns of
the aging process persist throughout all historical periods and for all countries. The curves of mortality for ear-
ly periods of history are discontinuous and distorted not because of a reflection of actual events but on ac-
count of the demerits of the methods for collecting primary data. Hence, it is necessary to remember that the
components of the formulas may have biological meaning only when mathematical proof is supported by bi-
ological data and methods..

Keywords:  aging, mortality, Gompertz–Makeham formula, aging rate, mortality change in in history, aging rate
change
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Моделирование процесса старения организма человека основывалось на связи общей жизнеспо-
собности организма с процессами роста и самообновления тканей, регулируемых предположитель-
но центрами вегетативного мозга. Наличие двух регуляторных центров, стимулирующих и ингиби-
рующих такой рост, и спонтанная гибель клеток таких центров с различающейся для каждого
скоростью позволяют моделировать этапы роста, остановки и снижения скорости роста-самооб-
новления тканей. Получаемая кривая соответствует реальной полной кривой интенсивности
смертности для популяций, что, как известно, наилучшим образом описывает процессы роста и
старения. Такое соответствие модели и кривой смертности, обычно описываемой формулой Гом-
перца только для средней части кривой, получено впервые. Модель соответствует регуляторной
теории старения и связывает процессы старения с процессами регуляции роста и самообновления
тканей 

Ключевые слова:  развитие, старение, смертность, модели старения, рост тканей.
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Исследователями было предложено немало
моделей старения, однако до настоящего време-
ни наилучшей и практически используемой яв-
ляется феноменологическая модель Б. Гомперца
(B. Gompertz, 1825), описывающая возрастную
смертность популяций [1]. Однако эта модель
описывает только смертность средних возрастов –
монотонное экспоненциальное повышение
смертности – и не способна моделировать на-
чальные и конечные формы реальной кривой
смертности человека и млекопитающих, а также
не имеет четкого биологического содержания –
связи с конкретными физиологическими меха-
низмами.

Целью данной работы является построение
модели старения, описывающей все этапы реаль-
ной кривой смертности человека и связывающей
старение и смертность с основными жизненными
процессами – ростом и самообновлением тканей
организма.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для моделирования использовали дифферен-

циальные уравнения, которые моделировали на
компьютере и отображали в виде графика, по-
строенного в программе Excel.

Для сравнения модели с реальной кривой
смертности была выбрана оптимальная страна в
период наиболее благоприятных исторических
условий, для минимизации влияния внешних
факторов на кривую смертности. Были рассчита-
ны величины интенсивности смертности. Дан-
ные смертности для различных стран были взяты
на общедоступном сайте http://www.mortality.org,
отражающем динамику смертности для 40 стран
на протяжении двух с половиной веков. Исполь-
зовали величину интенсивности смертности, так
как именно этот показатель рассматривается ге-
ронтологами как оптимальный для описания из-
менения скорости старения с возрастом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Модель построена на представлениях о взаи-

мосвязи старения с процессами роста и развития
организма и самообновлением его тканей как
главной силе жизнеспособности, противостоя-
щей старению [2–7], и объединяет теории стоха-
стических повреждений и регуляторные теории
старения [2–4, 6–14]. 

В основу модели положены максимально про-
стые допущения, имеющие ясный биологиче-
ский смысл:

УДК 573.7.017.6+519.711.3
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– рост и самообновление организма управля-
ется двумя типами взаимодействующих регуля-
торных клеток (стимулирующих и ингибирую-
щих, аналогично центральной регуляции гормо-
нов гипоталамусом и гипофизом) с различными
скоростями спонтанной гибели;

– жизнеспособность эквивалентна скорости
самообновления тканей за счет механизмов кле-
точного роста и деления;

– смертность рассматривается как обратная
величина жизнеспособности.

На основе данных допущений возможно объ-
яснить как регуляцию роста живой системы, так и
прекращение этого развития в нужный момент с
последующим спонтанным старением.

Учитывая упомянутые допущения, возрастная
динамика регуляторных клеток может описы-
ваться системой двух простых линейных диффе-
ренциальных уравнений, используемых для опи-
сания любых стохастических процессов распада
элементов (например, радиоактивный распад
происходит по тем же фундаментальным меха-
низмам и общим причинам и законам):

dh/dt = –kh ⋅ h, (1)

ds/dt = –ks ⋅ s,   

где h и s – соответственно количество стимулиру-
ющих (хелперных) и ингибирующих (супрессор-
ных) клеток; kh и ks – коэффициенты интенсив-
ности вероятностной гибели соответствующих
типов клеток. 

Исходя из наиболее простого допущения о
том, что продукция некого конечного регулятор-
ного фактора F в организме пропорциональна
разности между количеством стимулирующих и
ингибирующих клеток, получаем соотношение:

F = kf (h – s) + С, (2)

где kf – коэффициент, С – некоторая константа.
Если считать регуляторный фактор главным

фактором жизнеспособности, обеспечивающим
интегральное функционирование организма как
системы, в частности, обеспечивающей регенера-
цию тканей, то можно допустить, что величина F
характеризует жизнеспособность организма и в
простейшем случае пропорциональна ей. Тогда
для смертности как для величины, обратной жиз-
неспособности, получим выражение:

m = km ⋅ (1/F), (3)

где km – коэффициент пропорциональности. 
Для практических целей компьютерного моде-

лирования использовали следующие количествен-
ные значения коэффициентов: m = 1/(F ⋅ 375 + C);
при C = 1; kh = 0.1; ks = 0.13. Для учета смертности от
внешних причин, всегда влияющих на уровень

смертности населения, была добавлена константа A,
равная 0.0007 для выбранной страны. 

Если предположить, что ингибирующие клет-
ки быстрее разрушаются с возрастом (их функция
исчерпывается периодом развития: они предна-
значены для растормаживания при их гибели сти-
мулирующих влияний в период быстрого роста
организма, когда масса тканей увеличивается по
сравнению с массой тела при рождении более чем
на порядок), то из полученных уравнений можно
получить динамику моделируемых переменных,
показывающую очень хорошее качественное со-
ответствие с реальной кривой смертности челове-
ка (рис. 1 и 2). 

В отличие от первого, чисто стохастического
механизма гибели жизнеспособных элементов
организма в целом, позволяющего моделировать
только среднюю часть кривой смертности с по-
мощью уравнения Гомперца, данная модель от-
ражает все части кривой истинной смертности –
высокую начальную смертность с последующим
снижением и некоторым минимумом в период
роста организма, последующее экспоненциаль-
ное повышение смертности в течение основного
периода жизни и некоторое снижение в самых
старших возрастах.

Для сравнения модели с реальной кривой
смертностью были выбраны несколько стран в
период относительно благоприятных историче-
ских условий (Австралия, Дания, Канада, Нидер-

Рис. 1. Модель регуляторного старения как возраст-
ной дистрофии тканей при изменении регуляции
клеточного роста. По вертикали – значения парамет-
ров, по горизонтали – время в условных единицах.
1 – Количество клеток-стимуляторов (h) для началь-
ного h = 100 при спонтанной гибели 10% за единицу
времени; 2 – количество клеток-ингибиторов (s) для
начального s =100 при спонтанной гибели 13% клеток
за единицу времени; 3 – содержание итогового регу-
ляторного фактора (F = h – s), с коэффициентом про-
порциональности 5F. 
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ланды и др. в 1910–1940 гг., а также в 1950 г.). На
рис. 2 показаны для примера графики для Австра-
лии (1940 г.): реальный график интенсивности
смертности, расчетный график по формуле Гом-
перца (отклоняющийся от реального графика в
начальной и конечной части) и расчетный график
по предлагаемой нами формуле, совпадающий с
реальной кривой наилучшим образом во всех воз-
растных интервалах (коэффициент корреляции
r = 0.999). 

Качественное соответствие модели с имеющи-
мися реальными демографическими кривыми
интенсивности смертности и является результа-
том моделирования, оно адекватно поставленной
задаче, носящей прежде всего биологический ха-
рактер. Реальным морфологическим субстратом
(параметры h и s клетки) описываемого меха-
низма могут быть регуляторные неделящиеся
клетки гипоталамуса, продуцирующие факторы
регуляции роста тканей; для периферийных меха-
низмов – разнообразные растущие и самообнов-
ляющиеся делением соматические клетки. 

Особую роль могут иметь некоторые механиз-
мы регулирования клеточного роста соматиче-
ских клеток: некоторые типы T-лимфоцитов ре-
гулируют не иммунитет, а рост соматических кле-
ток, которые, по нашему мнению, могут
составлять отдельную специальную систему им-
мунного контроля роста соматических клеток [2–
4], а их возрастной иммунодефицит может лежать
в основе иммунной теории старения [2].

Все это может указывать на определяющую
роль процессов регуляции для старения человека.
Давно известные эффекты гипофизэктомии на
возрастную инволюцию тимуса [15] и разработан-
ные методы трансплантации мозговой эмбрио-
нальной ткани [5] позволяют влиять на восста-
новление истощенных регуляторных программ у
старых животных. Альтернативой являются мето-
ды фармакологической или физиотерапевтиче-
ской активации соответствующих ядер гипотала-
муса, а также создание новых функциональных
регуляторных центров и водителей ритмов, в том
числе с применением (ауто)психотерапевти-
ческих техник, гипноза и пр. На уровне пери-
ферических механизмов наиболее перспектив-
ным представляются иммунофармакологические
средства, влияющие на лимфоциты – регуляторы
роста соматических клеток, а также выделенные
из крови молодых растущих животных факторы
роста, количество которых выраженно снижается
с возрастом [2, 16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана математическая модель регуля-
торного механизма старения, с описанием пол-
ной кривой смертности человека и ясной биоло-
гической интерпретацией, связанная с представ-
лениями о старении как этапе роста и развития
организма. В основе модели лежит взаимодей-
ствие влияющих на рост тканей регуляторных
клеток вегетативных центров регуляции мозга
стимулирующего и ингибирующего типа, с раз-
личной скоростью спонтанной гибели, что поз-
воляет моделировать периоды роста, его оконча-
ния и процесс старение. Смертность рассматри-
вается как обратная величина жизнеспособности,
а жизнеспособность принимается пропорцио-
нальной скорости клеточного роста как основы
самообновления тканей.

Предложенная модель регуляторного старе-
ния впервые позволяет описать одновременно ха-
рактерные изменения начальной, средней и ко-
нечной частей кривой смертности человека, сов-
падающие с реальной картиной, и может быть
физиологически интерпретирована.

Модель указывает на возможную важную роль
регуляторных механизмов снижения самообнов-
ления (клеточного деления) тканей с возрастом в
процессе старения человека и животных.

Так как регуляторные влияния, в отличие от
стохастических механизмов, легко поддаются
внешним управляющим воздействиям, это от-
крывает принципиально новые возможности ра-
дикального влияния на старение человека и мле-
копитающих.

Рис. 2. Математическая модель регуляторной теории 
смертности и реальная интенсивность смертности в 
Австралии (1940 г.). По оси абсцисс – время в годах, 
по оси ординат – интенсивность смертности (в лога-
рифмическом масштабе). 1 – Расчетная величина 
смертности согласно предлагаемой модели с указан-
ными в тексте коэффициентами, 2 – реальная интен-
сивность смертности (данные представлены на сайте 
http://www.mortality.org, 15.11.2019), 3 – график по фор-
муле Гомперца: m = 7,95E–4 + 6,13E–5*exp(9,37E–2*t).
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Postnatal Ontogeny and Aging: Regulatory Model Full Curve of Human Mortality
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prosp. 60-letiya Oktyabrya 9, Moscow, 117312 Russia

A mathematical regulatory model of aging, that allows for the first time to receive the full curve of mortality
in humans and mammals and to have a clear biological interpretation has been created. The model can be
classified as a regulatory model related to ideas about the connection between ageing and processes of growth
and development of the organism. Interaction stimulating and inhibiting regulatory cells with different speed
spontaneous degradation allows to simulate a period of growth and development. Mortality is considered the
reciprocal of the viability, and viability speed is equivalent to cell growth and tissue self-renewal. The model
indicates the importance of regulatory mechanisms in tissues growth and self-renewal reduction with age,
during the aging process in humans and animals. As regulatory impacts, unlike stochastic mechanisms, are
susceptible to external influences, this opens up entirely new possibilities of radical influence on human aging
and mammals.
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Обсуждается вопрос о том, может ли, хотя бы в принципе, кибернетическая система, функциони-
рующая на основе алгоритмов, моделировать поведение естественного интеллекта. Ответить на этот
вопрос математически строго пока что невозможно. Тем не менее в работе приводятся достаточно
убедительные соображения, показывающие, что любые существующие в настоящее время киберне-
тические системы в принципе не могут моделировать поведение естественного интеллекта, причем
изменить эту ситуацию с помощью каких-либо программных ухищрений также невозможно. Для
этого нужны принципиально новые подходы, некоторые из которых также обсуждаются в настоя-
щей статье. 
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Прежде всего, следует отметить, что самое
очевидное различие между искусственным и
естественным интеллектом, которое сразу же
бросается в глаза (искусственный интеллект реа-
лизуется в настоящее время в электронных вы-
числительных устройствах, например, компьюте-
рах или нейросетях, в то время как естественный
интеллект является атрибутом биологических си-
стем), само по себе не является принципиаль-
ным. Устройства, о которых можно сказать, что
они вроде бы демонстрируют наличие интеллек-
та, могут быть изготовлены из самых разных ма-
териалов, включая биологические. Это не имеет
особого значения в том случае, если в основе их
функционирования лежат одни и те же принци-
пы работы [1]. Поэтому чтобы ответить на во-
прос, поставленный в заглавии, нужно в первую
очередь разобраться с тем, может ли компьютер-
ное устройство, хотя бы в принципе, моделиро-
вать происходящее в биосистемах и соответствен-
но «вести себя» как они. Если компьютерное
устройство в состоянии это делать, то все имею-
щиеся различия между искусственным и есте-
ственным интеллектом заведомо не являются
принципиальными.

Но прежде чем отвечать на этот вопрос, пред-
варительно нужно сформулировать критерий,
выполнение которого позволяет признать подоб-

ное моделирование успешным. Например, в ка-
честве подобного критерия предполагалось про-
ведение некоего испытания (своего рода экзаме-
на), прохождение которого позволяет признать,
что искусственный интеллект не уступает есте-
ственному. В качестве такого испытания предла-
галась, в частности, следующая процедура. Берут-
ся две полностью закрытые кабины, в каждой из
которых имеется телефон, в одну из них помеща-
ется человек, а в другую – искусственный интел-
лект. Эксперт (человек) может по телефону свя-
зываться с любой из этих кабин и разговаривать с
тем (или с чем), находящимся там. И если в ре-
зультате этих разговоров эксперт окажется не в
состоянии разобраться с тем, кто в какой кабине
находится, то следует признать, что принципи-
альной разницы между искусственным и есте-
ственным 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
естественному интеллекту. Можно написать от-
носительно простую, в каком-то смысле даже
примитивную программу, заведомо не способ-
ную разобраться в сколько-нибудь сложных ин-
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теллектуальных 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, отличается плохим ха-
рактером, возможно, даже просто глуп, но он не
усомнится, что это все-таки человек.

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. 

Начнем с искусственного интеллекта. Обсу-
дим самые основы существующих систем такого
интеллекта. 

Любая существующая на настоящий момент
кибернетическая система, в том числе и такая, о
которой говорят, что она способна «обучаться»,
работает на основе заложенного в нее алгоритма.
Существует по крайней мере несколько матема-
тически строгих определений понятия «алго-
ритм», причем в математической логике доказы-
вается, что все эти определения эквивалентны
друг другу. На практике, например, при доказа-
тельстве теорем, очень удобным является опреде-
ление алгоритма, данное А. Тьюрингом. Это
определение использует понятие так называемой
«универсальной машины Тьюринга» [2], которая
при соответствующей введенной в нее программе
оказывается в состоянии моделировать работу
любого другого существующего в настоящее вре-
мя логического устройства.

Машина Тьюринга, о которой здесь идет речь,
устроена в достаточной мере просто. В ней имеет-
ся бесконечно длинная в обе стороны лента, раз-
деленная на ячейки, и так называемая головка,
представляющая собой конечный автомат, спо-
собный 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 ма-
шин с различными головками и т.п. имеются, как
уже говорилось выше, универсальные машины,
способные моделировать работу любых других та-
ких 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, способ-
ного решить поставленную задачу. Действитель-
но, 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-
ритма 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 «не существова-
нии алгоритма» является теорема об «останове»
[2], т. е. о том, что в принципе не может существо-
вать алгоритма, способного определить, остано-
вится ли хоть когда-нибудь «универсальная ма-
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
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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 могут дать материала для сколько-ни-
будь надежных утверждений и тоже уязвимы для
критики… 

Тем не менее, если естественный интеллект
возник и сохранился в ходе эволюции, то можно
утверждать, что он важен для выживания самых
разных видов. В тоже 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. Напри-
мер, к машине Тьюринга можно добавить датчик
случайных чисел (машина Тьюринга в состоянии
вычислять псевдослучайные числа, но, строго го-
воря, «истинно случайных» чисел она генериро-
вать не может). Но даже с такой добавкой решать
алгоритмически неразрешимые задачи машина
Тьюринга по-прежнему не способна. 

Однако если рассуждать чисто абстрактно, к
машине Тьюринга в принципе можно подклю-
чить и более интересные устройства, чем датчик
случайных чисел. В математической логике, на-
пример, рассматривается устройство, называемое
«оракул» [3]. Оно представляет собой систему,
которой можно задать вопрос, и она на этот во-
прос ответит. При этом вероятность того, что от-

вет окажется ошибочным, или просто равна ну-
лю, или же, если она все-таки отлична от нуля,
крайне мала. Используя подобный «оракул», ма-
шина Тьюринга уже оказывается в состоянии ре-
шать алгоритмически неразрешимые задачи [3].

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 биологии
имеется ряд фундаментальных вопросов, в част-
ности, связанных с эволюцией биосферы, на ко-
торые там до сих пор нет убедительных ответов.
Если же существует возможность обратиться к
«оракулу» и «получить у него подсказку, позволя-
ющую найти хорошее (с эволюционной точки
зрения) решение», то многие, если не все из этих
вопросов, могли бы быть «сняты»… 

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. Соответственно, по-прежнему остается не-
известным и ответ на вопрос о том, в чем же
конкретно, т. е. на уровне устройства и принци-
пов работы, состоит различие между искусствен-
ным и естественным интеллектом. 
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There is some debate as to whether a cybernetic system built with the use of algorithms is theoretically able to
model the behavior of natural intelligence systems. A valid answer to this question, from a mathematical view-
point, can not be given. Meanwhile, in this paper we provide rather convincing reasoning that there is still no
cybernetic systems potentially which could model the behavior of natural intelligence systems. It is also im-
possible even with the help of any program tricks meaning that fundamentally new approaches some of which
are discussed in this paper are needed.

Keywords:  natural and artificial intelligence, universal Turing machine, Oracle
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Разработан метод паспортизации сортов сои на основе однонуклеотидных полиморфизмов. Гене-
тический алгоритм был использован для выбора оптимального набора, состоящeго из 28 однонук-
леотидных полиморфизмов, который затем был применен для паспортизации 243 сортов. Для всех
сортов получены уникальные сигнатуры однонуклеотидных полиморфизмов, отличающиеся от
сигнатур любого другого сорта хотя бы в трех позициях. 

Ключевые слова:  генетическая идентификация, однонуклеотидные полиморфизмы, соя.
DOI: 10.31857/S000630292001024X

Генетическая паспортизация является востре-
бованным инструментом для защиты прав селек-
ционеров при регистрации, сертификации и ком-
мерческом распространении сортов [1, 2]. На се-
годняшний день наиболее перспективными
представляются методы паспортизации, исполь-
зующие ДНК-сигнатуры на основе молекуляр-
ных маркеров, таких как однонуклеотидные по-
лиморфизмы (ОНП), микросателлитные после-
довательности и другие [3–5]. Преимуществами
ОНП по сравнению с остальными типами ДНК-
маркеров являются их высокая частота встречае-
мости в популяции, плотность и эволюционная
стабильность, а также наличие широкого спектра
подходов для их выявления [6]. Сочетание значе-
ний ОНП, характерное для некоторого сорта, на-
зывается ОНП-сигнатурой этого сорта. Организ-
мы разных сортов отличаются друг от друга в
большом количестве позиций ДНК, поэтому ис-
пользовать все найденные ОНП для идентифика-
ции сорта неудобно [6]. Так возникает задача по-
иска такого небольшого набора ОНП, с помощью
которого можно идентифицировать сорта. Как
правило, набор ОНП для построения сигнатуры
находится в результате фильтрации исходного
набора ОНП, в соответствии с некоторым набо-
ром критериев. При фильтрации необходимо
учитывать степень гомозиготности ОНП. Кроме
того, поскольку ОНП искомого набора не долж-
ны сильно коррелировать друг с другом, пред-

ставляется разумным для каждого гаплоблока
рассматривать не более одного ОНП. 

Поиск набора ОНП был реализован для вы-
борки из 243 сортов сои, состоящей из 110 образ-
цов коллекции Всероссийского института гене-
тических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова и
133 образцов коллекции компании «СоКо»
(Краснодар). Ранее эти образцы были генотипи-
рованы по технологии GBS [7]. Были взяты следу-
ющие критерии фильтрации ОНП: 1) ОНП долж-
ны принадлежать гаплоблокам; 2) частота, с кото-
рой ОНП находится в каждом из гомозиготных
состояний, должна быть не менее 0.2 – этот кри-
терий задает степень полиморфизма позиции, в
которой регистрируется ОНП; 3) результирую-
щий набор не должен содержать двух ОНП, при-
надлежащих одному гаплоблоку. Для подбора оп-
тимального набора ОНП использовался генети-
ческий алгоритм. 

Среди всех найденных в результате генотипи-
рования были выбраны 14745 ОНП, для которых
частота встречаемости в выборке сортов состав-
ляла не менее 0.8. Поиск гаплоблоков для имею-
щегося набора ОНП был реализован отдельно для
каждой хромосомы в программе Haploview [8].
Были найдены 12729 ОНП, принадлежащих
1947 гаплоблокам.  После этого среди них были
отобраны 5718 ОНП, удовлетворяющие второму
критерию, – частота нахождения ОНП в каждом
из гомозиготных состояний должна составлять не
менее 0.2. Наконец, для каждого гаплоблока был
выбран единственный ОНП, по которому разли-Сокращениe: ОНП – однонуклеотидные полиморфизмы.

УДК 519.876.5
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чается наибольшее количество сортов. Таким об-
разом, в результате фильтрации был получен на-
бор из 1332 ОНП. 

Для поиска оптимального набора ОНП был за-
пущен генетический алгоритм; в качестве инди-
видуумов в генетическом алгоритме были взяты
наборы ОНП; каждый набор содержал от 20 до
40 ОНП так, что каждая хромосома сои была
представлена в индивидууме одним или двумя
ОНП. Начальная популяция, содержавшая
1000 индивидуумов, была сгенерирована случай-
ным образом. Отбор индивидуумов для формиро-
вания следующего поколения проводили в соот-
ветствии с функцией приспособленности инди-
видуума x:

где dij – расстояние между сортами i и j, которое
измеряется как количество ОНП в наборе x, по
которым эти сорта различаются, т.е. находятся в
противоположных гомозиготных состояниях,
N – количество ОНП в наборе, S – множество
сортов. Каждое следующее поколение популяции
формировали из 500 наиболее приспособленных
индивидуумов и их 500 потомков, полученных в
результате скрещиваний так, чтобы в каждом по-
томке каждая хромосома была представлена од-
ним или двумя ОНП. 

,
( ) min ,ij

i j S

d
f x

N∈

⎛ ⎞= ⎜ ⎟
⎝ ⎠

Генетический алгоритм на 2000 поколений
был запущен четыре раза. Для каждого сорта была
найдена сигнатура, состоящая из 28 ОНП и отли-
чающаяся от сигнатуры любого другого сорта хо-
тя бы в трех позициях (см. рисунок). 
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Результат работы генетического алгоритма. (а) – Пример полученных ОНП-сигнатур для десяти сортов сои. Черным
и белым цветом обозначены гомозиготные состояния локусов, серым цветом обозначены гетерозиготные состояния
локусов. (б) – Распределение количества ОНП, по которым отличается пара сортов.
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Genetic Identification of Soybean Varieties Using Single Nucleotide 
Polymorphism Markers

 M.V. Gretsova and M.G. Samsonova

Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University, ul. Polytekhnicheskaya 29, St. Petersburg, 195251 Russia

The seed certification method for soybean varieties has been developed based on single nucleotide polymor-
phisms. The genetic algorithm was employed to find optimal set consisting of 28 single nucleotide polymor-
phisms, which was then used to certify 243 varieties. For all varieties, unique signatures of single nucleotide
polymorphisms were determined. The signatures which were different from those of any other varieties were
considered to be unique if they differed at least in three positions.

Keywords:  genetic identification, single nucleotide polymorphisms, soybean 
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