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Анализ результатов исследований антиоксидантной активности (АОА) фукоиданов показал, что
в научной литературе способность фукоиданов поглощать активные формы кислорода все еще яв-
ляется предметом дискуссии. С одной стороны, эксперименты in vitro и in vivo свидетельствуют о
том, что фукоиданы бурых водорослей, регулируя системы антиоксидантной защиты и сигналь-
ных путей, способны модулировать заболевания, обусловленные окислительным стрессом.
С другой стороны, бесклеточные тест-системы демонстрируют связь приписываемой фукоида-
нам антиоксидантной активности с полифенольными соединениями, которые экстрагируются
вместе с фукоиданами. Полифенольные соединения бурых водорослей – флоротаннины, извест-
ны как сильные антиоксиданты. В подавляющем большинстве исследований используются ком-
мерческие препараты или экстракты, содержащие фукоидан и полифенольные соединения, однако
содержание полифенольных соединений в образцах полисахаридов не определяется. В связи с этим
до сих пор отсутствует четкое понимание, кому принадлежит приоритет в АОА – фукоиданам или
экстрагирующимся с ними полифенольным соединениям.

Ключевые слова: бурые водоросли, фукоиданы, полифенолы, антиоксидантная активность, окисли-
тельный стресс
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Известно, что аэробные организмы не способ-
ны жить и развиваться в отсутствие кислорода (Li
et al., 2017). В живой клетке постоянно образуются
активные формы кислорода (АФК) как продукты
его нормального метаболизма. Наибольшее зна-
чение в биологических системах имеют такие
АФК, как синглетный кислород, супероксид ани-
он-радикал ( ), пероксид водорода (H2O2), гид-
роксильный радикал (OH•), пероксильный ради-
кал (ROO•), оксид азота (NO•) и пероксинитрит
(ONOO–) (Lim et al., 2014; Schieber, Chandel, 2014).
В клетках живых организмов АФК индуцируют
разнообразные свободнорадикальные окисли-
тельные реакции. Развитие свободнорадикального
окисления может быть прекращено ингибитора-
ми, восстанавливающими свободные радикалы в
стабильную молекулярную форму. Вещества,
способные переводить свободные радикалы в не-
активные формы, называются антиоксидантами.
При нормальном развитии организма свободнора-
дикальное окисление контролируется активно-
стью собственных антиоксидантных систем, пред-
ставленных ферментами супероксиддисмутазой

(SOD), каталазой (CAT), пероксидазой и глутати-
онредуктазой, а также низкомолекулярными ли-
пофильными и водорастворимыми соединения-
ми (витаминами Е, А и С, глутатионом, убихино-
ном, таурином и др.) (Cuzzocrea et al., 2001;
Pisoschi, Pop, 2015). Однако несбалансирован-
ность между прооксидантными и антиоксидант-
ными системами, обусловленная факторами
окружающей среды и патологическими процес-
сами, вызывает окислительный стресс, который
приводит к развитию сахарного диабета, а также
является причиной и важной составляющей он-
кологических, сердечно-сосудистых и нейродеге-
неративных заболеваний, в том числе болезни
Альцгеймера (Rahal et al., 2014; Li et al., 2017).
Большое значение имеет фармакологическая
поддержка собственных антиоксидантных си-
стем организма. В этом направлении перспектив-
ными оказываются препараты на основе бурых во-
дорослей, которые содержат комплекс веществ,
обладающих антиоксидантным действием. Среди
них каротиноид фукоксантин (D’Orazio et al.,
2012), полифенольные соединения флоротанни-
ны (Имбс, Звягинцева, 2018) и сульфатированные
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полисахариды фукоиданы, антиоксидантные
свойства которых подтверждены в экспериментах
in vitro и in vivo (Balboa et al., 2019; Wang et al., 2019;
Zhong et al., 2019).

Универсальный метод оценки антиоксидант-
ной активности (АОА) биологически активных ве-
ществ отсутствует. Свободнорадикальное окисле-
ние представляет собой цепь разветвленных реак-
ций, инициированных разными видами АФК.
Продукты деградации молекул, образовавшиеся в
ходе этих реакций, обладают собственной актив-
ностью. Результаты, полученные с помощью
лишь одного теста, по отношению к биологиче-
ским объектам можно интерпретировать с боль-
шой осторожностью. Поэтому в настоящее время
АОА in vitro оценивают с использованием не-
скольких тест-систем, которые классифицируют
по способности антиоксидантов ингибировать
окислительное действие активных радикалов и
реакционно-способных веществ. Первичными
антиоксидантами называются вещества, которые
действуют как акцепторы/поглотители свобод-
ных радикалов и ингибируют стадию инициации
или прерывают стадию распространения авто-
окисления. Вторичные антиоксиданты – это “про-
филактические” антиоксиданты. С помощью раз-
личных механизмов они замедляют скорость реак-
ций окисления: выступают в роли хелаторов для
прооксидантов (ионов металлов), поставляют Н+

первичным антиоксидантам, деактивируют син-
глетный кислород, поглощают ультрафиолетовое
излучение или действуют как поглотители кисло-
рода. Основное различие между первичными и
вторичными антиоксидантами состоит в том, что
вторичные антиоксиданты не превращают сво-
бодные радикалы в стабильные молекулы (Lim
et al., 2014).

Для измерения антиоксидантной способности
веществ наиболее часто используют следующие
методы: ингибирование радикала 2,2-дифенил-1-
пикрилгидразила (DPPH) (Shimada et al., 1992)
или катион-радикала 2,2'-азинобис3-этилбензо-
тиазолин-6-сульфоната (ABTS) (Re et al., 1999);
определение общей антиоксидантной активно-
сти (ТАС) (Prieto et al., 1999); определение спо-
собности поглощать радикалы кислорода (ORAC)
(Cao et al., 1993); метод, основанный на восста-
новлении ионов трехвалентного железа (FRAP)
(de Avellar et al., 2004); тесты по улавливанию су-
пероксид-анионов и гидроксильных радикалов
(Lim et al., 2014) и др. В настоящее время в каче-
стве стандартов для количественной оценки АОА
приняты водорастворимый аналог токоферола
(витамина Е) тролокс (6-гидрокси-2,5,7,8-тетра-
метилхроман-2-карбоновая кислота), а также ас-
корбиновая (AAEq) и галловая (GAEq) кислоты.
Их активность условно принимают за единицу, а
антиоксидантную активность исследуемого ве-
щества выражают в эквивалентных единицах тро-

локса (ET) (Böhm et al., 2002), аскорбиновой или
галловой кислот (Kim et al., 2002) на массу образца.

Антиоксидантная активность фукоидана
в экспериментах in vitro

Способность фукоиданов поглощать АФК
описана в ряде публикаций. Так, показано, что
низкомолекулярный (27 кДа) сульфатированный
(25.19%) фукоидан F3 из Undaria pinnatifida уме-
ренно ингибировал радикал DPPH (68.65% при
концентрации образца 1 мг/мл) (Mak et al., 2013).
В другом исследовании разные фракции сульфа-
тированного фукоидана из U. pinnatifida в кон-
центрации 1 мг/мл ингибировали радикал DPPH
на 18–55% (Hu et al., 2010). Низкосульфатирован-
ный (15.2%) полисахарид STP-1 (молекулярная
масса 190.4 кДа) из Sargassum thunbergii в концен-
трации 0.4 мг/мл ингибировал радикал DPPH на
95.23% (Ren et al., 2017). Отмечено, что полисаха-
риды из Sargassum sp. обычно проявляли высокую
способность к захвату свободного радикала DPPH.
Неочищенные фракции фукоиданов FCSP-1 и
FCSP-2 (в концентрации 1 мг/л), выделенные
разными способами экстракции из Fucus eva-
nescens, ингибировали радикал DPPH на 57.6 и
19.4% соответственно (Imbs et al., 2015). Фракции
различались по содержанию полифенольных со-
единений, уроновых кислот и сульфатных групп.
Дальнейшая очистка фукоиданов FCSP-1 и FCSP-2
методом хроматографии на ионообменном носи-
теле позволила получить высокосульфатирован-
ные фракции 1F4 и 2F3, которые значительно
различались по способности ингибировать ради-
калы DPPH (39.1 и 3.8% соответственно) и ABTS
(10.1 и 1.3% соответственно). Во фракции 1F4 со-
держание полифенолов было почти в 20 раз больше,
чем во фракции 2F3. Значения TAC у этих фукои-
данов варьировали от 1.3 до 52.0 мг AAEq/г и были
выше во фракциях, обогащенных полифенолами
(Imbs et al., 2015). Значения TAC сульфатирован-
ных полисахаридов, полученных из Canistrocarpus
cervicorvis, изменялись от 20.9 до 39.4 мг AAEq/г
(Camara et al., 2011). Среди фракций фукоидана из
Sargassum tenerrimum с ТАС от 6.13 до 41.6 мг AAEq/г
наибольшее значение определено для фракций не-
очищенного фукоидана (Marudhupandi et al.,
2014). Следует отметить, что значение TAC более
9 мг AAEq/г рассматривается как повышенная
антиоксидантная активность (Chandini et al.,
2008). Перечисленные выше фукоиданы из раз-
ных видов бурых водорослей в той или иной сте-
пени проявляли АОА, однако связь между струк-
турой фукоидана и механизмом его антиокси-
дантного действия до сих пор не выяснена.
Предполагается, что антиоксидантные свойства
фукоидана определяются его молекулярной мас-
сой (Hou et al., 2012; Álvarez-Viñas et al., 2019),
структурными особенностями, в частности, сте-
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пенью сульфатирования и положением сульфат-
ных групп (Wang et al., 2009; Marudhupandi et al.,
2014), или содержанием глюкуроновой кислоты и
фукозы в молекуле полисахарида (Zhao et al.,
2008). Однако в ряде исследований отмечено от-
сутствие положительной корреляции между АОА
фукоиданов и содержанием перечисленных групп
(Camara et al., 2011; Imbs et al., 2015).

В последние годы появились исследования,
доказывающие, что на способность фукоиданов
поглощать АФК влияют не их структурные осо-
бенности, а примесные полифенольные соедине-
ния. Установлено, что в 100 г коммерческого фу-
коидана из Fucus vesiculosus (Sigma-Aldrich, Испа-
ния) содержание полифенолов варьирует от 260
до 960 мг эквивалента флороглюцина (Diaz-Rubio
et al., 2009). Известно, что взаимодействие потен-
циального антиоксиданта с радикалом DPPH за-
висит от его структурной характеристики: число
восстановленных молекул DPPH должно корре-
лировать с количеством электронодонорных гид-
роксильных групп в молекуле антиоксиданта
(Mensor et al., 2001). Этому требованию соответ-
ствуют флоротаннины – полифенольные соеди-
нения, которые, как правило, экстрагируются
вместе с полисахаридами в процессе их выделе-
ния (Balboa et al., 2019; Pozharitskaya et al., 2020).
Флоротаннины содержат большое количество гид-
роксильных групп, хорошо растворяются в воде,
прочно связываются с полисахаридами и другими
биополимерами и имеют полимерную структуру.
В результате исследования АОА фукоиданов из
F. evanescens показано (Imbs et al., 2015), что она
положительно коррелировала с содержанием в
фукоиданах примесных полифенолов и не зави-
села от степени сульфатирования или содержа-
ния уроновой кислоты и фукозы в полисахариде.
Авторы предположили, что полифенолы опреде-
ляют АОА полисахарида. В другом исследовании
(Lahrsen et al., 2018) при деполимеризации ком-
мерческого фукоидана из F. vesiculosus перекисью
водорода был получен образец фукоидана, кото-
рый не содержал полифенольные примеси и не
проявлял АОА, обнаруженную в исходном образ-
це. Это подтвердило высказанное ранее предпо-
ложение о том, что антиоксидантную активность
проявляют экстрагирующиеся вместе с фукоида-
ном полифенольные соединения (Schneider et al.,
2015), а не фукоидан. Известно, что полифенолы –
это сильные антиоксиданты, которые проявляют
активность в малых концентрациях (Audibert
et al., 2010; Имбс, Звягинцева, 2018). Флоротан-
нины способны восстанавливать радикал DPPH
примерно в 2–10 раз эффективнее, чем коммер-
ческие антиоксиданты катехин, α-токоферол и
аскорбиновая кислота (Wang et al., 2012). Из ска-
занного следует, что для использования фукоида-
нов в тестах по определению АОА необходимо
предварительно анализировать образец на содер-

жание примесных полифенольных соединений и
при необходимости проводить дополнительную
очистку. Для определения содержания полифе-
нолов используются химические методы (напри-
мер, с использованием реактива Фолине−Че-
колтэу) (см.: Kuda, Ikemori, 2009), методы
УФ-спектроскопии (Imbs et al., 2015) или флуо-
ресценции (Урванцева и др., 2004).

Существует мнение, что активность фукоида-
на по поглощению АФК в эксперименте in vitro в
бесклеточных тест-системах может быть неакту-
альной в эксперименте на клеточных культурах.
Фукоиданы из водорослей Fucus vesiculosus, F. dis-
tichus, F. serratus, Laminaria digitata и Saccharina la-
tissima в предварительных бесклеточных тестах
эффективно поглощали АФК. Исследование
способности этих соединений предотвращать
возрастную деградацию макулы (как защита от
окислительного стресса) in vitro на клетках пиг-
ментного эпителия сетчатки глаза ARPE-19 и на
клетках увеальной меланомы OMM-1 показало,
что данные фукоиданы защищали клетки OMM-1
от окислительного стресса, увеличивая экспрес-
сию SOD (см.: Dörschmann et al., 2019). Клетки
ARPE-19 в отличие от клеток OMM-1 по своей
природе очень устойчивы к окислительному
стрессу (Klettner, 2012), и в условиях эксперимен-
та их жизнеспособность защищал лишь фукоидан
из S. latissima, а фукоиданы из F. serratus и F. dis-
tichus даже усугубляли действие стресса. Высказа-
но предположение, что фукоиданы проявляют
антиоксидантную активность, запуская “клеточ-
ные эффекты”, например, активируя антиокси-
дантные ферменты или действуя на разные кле-
точные сигнальные пути, причем их действие мо-
жет различаться в зависимости от использованных
в эксперименте типов клеток (Dörschmann et al.,
2019). На нескольких экспериментальных моделях
in vitro показано, что фукоиданы из разных источ-
ников ослабляли окислительный стресс, при
этом были отмечены усиление экспрессии SOD и
активация фактора транскрипции Nrf2 – “глав-
ного регулятора” реакции антиоксидантного
стресса (Foresti et al., 2015; Ryu, Chung, 2016; Pit-
talà et al., 2017; Vomund et al., 2017; Wang et al., 2018;
Kim et al., 2019).

Антиоксидантная активность фукоиданов
в экспериментах in vivo

В экспериментах in vivo при повреждении ор-
ганизма животных, вызванном окислительным
стрессом, фукоиданы оказывали терапевтическое
действие, регулируя систему антиоксидантной за-
щиты организма. Образцы фукоиданов из Costaria
costata ингибировали окислительный стресс, ин-
дуцированный четыреххлористым углеродом: в
печени животных снижался уровень малонового
диальдегида (MDA) и повышалось содержание
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SOD (см.: Wang et al., 2014). При использовании
фукоидана из Turbinaria decurrens в концентрации
75 мг/кг уменьшалось вызванное алкоголем окис-
лительное повреждение печени (Meenakshi et al.,
2014). После кормления крыс-алкоголиков фуко-
иданом в печени животных снижался уровень
маркеров перекисного окисления липидов MDA
и тиобарбитуровой кислоты, повышалось содер-
жание глутатиона (GSH) и антиоксидантных
ферментов SOD, CAT и глутатионпероксидазы.
При оральном введении коммерческого фукоидана
из F. vesiculosus (Sigma) в концентрации 100 мг/кг от-
мечены облегчение течения неалкогольной жи-
ровой болезни печени (НАЖБП) и ингибирова-
ние инсулинрезистентности, вызванные диетой с
высоким содержанием жиров. При использова-
нии фукоидана снижалась концентрация MDA и
NO в печени и повышался уровень GSH, а также
снижалась экспрессия факторов иммунной си-
стемы TNF-α, IL-1β и мРНК, что уменьшало вы-
работку АФК в печени (Heeba, Morsy, 2015). Ком-
мерческий фукоидан фирмы Dalian Aquaculture
Group Co., Ltd. (Dalian, China) активировал SOD
и повышал уровень GSH, ингибировал апоптоз
клеток РС12 и положительно влиял на когнитив-
ную способность мышей в модели болезни Альц-
геймера (Wei et al., 2017). Фукоидан из Cladosiphon
okamuranus значительно ингибировал окисление
липопротеинов низкой плотности и стеатоз пече-
ни у мышей с дефицитом аполипопротеина Е, ак-
тивируя липопротеинлипазу в плазме, а также
благотворно влиял на состояние мышей с дисли-
пидемией и атеросклерозом (Yokota et al., 2016). В
другом исследовании способность фукоидана из
Laminaria japonica предотвращать атеросклероз
сосудов in vivo связывали с антиоксидантным (по-
давление путей сигнальной трансдукции АФК) и
противовоспалительным действием полисахари-
да (Wang et al., 2016). При лечении НАЖБП у мы-
шей с диабетом под действием низкомолекуляр-
ного фукоидана из L. japonica происходила акти-
вация сигнального пути SIRT1/AMPK/PGC1α.
Полисахарид, усиливая активность ферментов ан-
тиоксидантной защиты SOD и CAT, ингибировал
продукцию супероксида, снижал активность фак-
тора некроза опухоли TNF-α и экспрессию факто-
ра транскрипции NF-κB (Zheng et al., 2018). Эти
исследования показали, что фукоиданы снижают
выработку активных форм кислорода in vivo, а за-
тем снимают окислительное повреждение опо-
средованно через различные сигнальные пути,
связанные с окислительным стрессом.

Таким образом, фукоиданы демонстрировали
способность in vitro и in vivo модулировать заболе-
вания, связанные с окислительным стрессом, ре-
гулируя системы антиоксидантной защиты и сиг-
нальные пути. Однако четкое понимание того,
принадлежит эта способность фукоиданам или
со-экстрагирующимся с ними полифенольным

соединениям, отсутствует, поскольку в большин-
стве исследований были использованы коммер-
ческие препараты или экстракты, содержавшие
одновременно фукоидан и полифенольные со-
единения, а содержание последних в исследован-
ных образцах полисахаридов не было определено.
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May Fucoidans of Brown Algae be Considered Antioxidants?

T. I. Imbsa and S. P. Ermakovaa

aG.B. Elyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences,
Vladivostok 690022, Russia

The ability of fucoidans to scavenge reactive oxygen species still remains a subject of debate in scientific lite-
rature, as shown by an analysis of results of recent studies on fucoidans’ antioxidant activity (AOA). On the
one hand, in vitro and in vivo experiments provide evidence that fucoidans of brown algae can modulate dis-
eases associated with oxidative stress by regulating the antioxidant defense systems and signaling pathways.
On the other hand, the use of “cell-free” test systems has revealed a relationship between the antioxidant ac-
tivity attributed to fucoidans and the polyphenolic compounds extracted along with them. The polyphenolic
compounds of brown algae referred to as phlorotannins are also known as potent antioxidants. Since the vast
majority of studies use various commercial preparations or extracts containing fucoidan and polyphenolic
compounds without measuring the level of the latter in polysaccharide samples, there is still no clear under-
standing of whether fucoidans or polyphenolic compounds, extracted along with them, are a priority compo-
nent providing AOA.

Keywords: brown algae, fucoidans, polyphenols, antioxidant activity, oxidative stress
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У дальневосточной крупночешуйной красноперки Tribolodon hakonensis (Günther, 1877) определены
характерные для рыб, отловленных в море и реках, значения осмоляльности, а также содержание
натрия и калия, общей, свободной и связанной фракций воды в сыворотке крови, мышцах, печени
и мозге. Осмоляльность, обусловленная неорганическими ионами (Osminorg), не различалась во
внутренней среде (сыворотка крови), в мышцах, печени и мозге отловленной в море красноперки
на IV стадии зрелости гонад. У рыб, отловленных в море перед заходом в реку на нерест (V стадия
зрелости гонад), в реках после нереста (VI–II стадия зрелости гонад) и в период зимовки (IV стадия
зрелости гонад), Osminorg в мышцах, печени и мозге была достоверно ниже, чем в сыворотке крови.
Для поддержания осмотического равновесия с внутренней средой недостаток электролитов в тка-
нях организма компенсировался за счет накопления органических осмолитов. Переход краснопер-
ки из рек в море сопровождался достоверным повышением Osminorg в сыворотке крови в среднем на
9.4–18.7%. В ответ на это как приспособление в клетках мышечной ткани увеличивалась концен-
трация натрия и калия, а в клетках печени и мозга накапливался калий.

Ключевые слова: сыворотка, мышцы, печень, мозг, осмотическая концентрация, натрий, калий, об-
щая, свободная, связанная фракция воды
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Дальневосточные красноперки рода Tribolodon –
единственные представители рыб семейства Cy-
prinidae, осуществляющие миграции между мо-
рем и реками. В ходе годового цикла красноперки
этого рода совершают по две миграции в реки и
море. В период с апреля по июнь производители
мигрируют из моря на нерестилища в бассейны
рек Приморья, Сахалина, Кореи и Японии. По-
сле нереста они возвращаются в море. Вышедшие
из грунта личинки сразу скатываются в море. Ле-
том и осенью рыбы нагуливаются в море, с ноября
по февраль–март зимуют в реках, затем мигриру-
ют для кратковременного (март–апрель) нагула в
море и вновь идут в реки на нерест (Гавренков, 1998;
Гавренков, Свиридов, 2001; Свиридов, 2002).

Основой для выживания рыб в условиях разной
солёности среды является способность поддержи-
вать осмотическое равновесие между внутренней
средой и внутриклеточной жидкостью органов и
тканей организма для обеспечения поддержания
объема клеток на стабильном уровне. Осмотиче-

ской активностью обладают неорганические ио-
ны и многие органические вещества. Поэтому об-
щая осмоляльность (Osmtotal) разных жидкостей
организма включает два компонента, один из ко-
торых представляет неорганические электролиты
(Osminorg), другой ‒ органические осмолиты (Osmorg).
В норме при стабильных условиях осмоляльность
сыворотки крови (Osmtotal serum), межклеточной
(Osmtotal extra) и внутриклеточной (Osmtotal intra) жид-
костей уравновешены между собой (Osmtotal serum =
= Osmtotal extra = Osmtotal intra). Поскольку Osmtotal =
= Osminorg + Osmorg, то из этого равенства следует:
Osminorg serum + Osmorg serum = Osminorg extra + Osmorg extra =
= Osminorg intra + Osmorg intra.

Osmtotal внутренней среды организма и физио-
логических растворов определяется, как правило,
методом криоскопии, который позволяет оце-
нить общий вклад неорганических электролитов
и органических осмолитов. Однако этот метод не
удается применить для измерения Osmtotal в раз-
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ных органах и тканях, поэтому данные по Osmtotal
в тканевых жидкостях организма отсутствуют.
Предлагается использовать метод кондуктомет-
рии, который позволяет оценить вклад Osminorg во
внутренней среде, в эритроцитах, разных тканях
и органах рыб (Мартемьянов, 2014, 2020; Марте-
мьянов, Васильев, 2018).

У красноперок рода Tribolodon исследованы ге-
нетические показатели (Brykov et al., 2011, 2013),
сезонная динамика состава и содержания белков
в жидкостях организма (Андреева и др., 2015а,
2015б), но не изучены показатели осмотического
и ионного гомеостаза красноперок, мигрирующих
в ходе годового цикла из моря в реки и обратно.

Цель настоящей работы – определить Osminorg,
содержание натрия, калия и воды (общей, сво-
бодной и связанной фракций) в сыворотке крови,
мышцах, печени и мозге дальневосточной круп-
ночешуйной красноперки Tribolodon hakonensis,
отловленной в море и реках.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Работа выполнена на дальневосточной круп-

ночешуйной красноперке Tribolodon hakonensis
(Günther, 1877) (Cypriniformes: Cyprinidae), отлов-
ленной в зал. Восток Японского моря и в реках
Раздольная и Волчанка. Даты взятия проб, коор-
динаты мест отлова и стадии зрелости гонад ис-
следованных рыб приведены в табл. 1. Стадию
зрелости гонад определяли по шкале, применяе-
мой в ихтиологической и рыбоводной практике
(Сакун, Буцкая, 1968).

Кровь отбирали сразу после отлова рыб из хво-
стовых кровеносных сосудов. Сыворотку получали,
отстаивая кровь при температуре 4°С в холодиль-
нике. Сыворотку отделяли от эритроцитов и хра-
нили в пластиковых пробирках. Пробы мышеч-
ной ткани (150–200 мг), печени (150–200 мг) и
центральной части мозга (100–150 мг) помещали
на плотную обеззоленную бумагу и взвешивали, а
затем высушивали при комнатной температуре.

В пластиковых контейнерах пробы были до-
ставлены в Институт биологии внутренних вод
им. И.Д. Папанина РАН. В лаборатории для анализа
проб сыворотки использовали полоски обеззолен-
ной фильтровальной бумаги размером 5 × 10 мм.
При насыщении такой полоски жидкостью после
взвешивания пробы значительная часть жидко-
сти остается на столике весов, искажая результат
при расчетах. Чтобы исключить потерю жидко-
сти, использовали отрезки тонкой медной прово-
локи длиной 2–3 см, загнутые с двух сторон в ви-
де крючков. Полоску бумаги, подвешенную на
крючке, окунали в пробирку с сывороткой. После
насыщения бумаги жидкостью полоску переме-
щали на специально изготовленную стойку с под-
ножкой, установленную на столик электронных

весов марки HR-150AZ A&Company, Limited с
точностью измерения 0.1 мг (общая масса). После
взвешивания пробу (полоску бумаги) подвешива-
ли на проволоку, натянутую между двумя стойка-
ми. Этот прием позволил исключить контакт проб
с какой-либо поверхностью до полного их высыха-
ния в подвешенном состоянии на воздухе. Подго-
товленные таким образом пробы сыворотки кро-
ви, мышц, печени и мозга высушивали в сушиль-
ном шкафу при температуре 105°С. Через неделю
пробы по очереди доставали из шкафа и быстро
взвешивали в горячем состоянии (горячая проба).
Затем не менее недели пробы находились в поме-
щении, впитывая влагу до определенной посто-
янной массы (влажная проба). Тотальную фрак-
цию воды определяли по разности между общей
массой и горячей пробой, свободную долю воды –
по разности между общей массой и влажной про-
бой. Связанная фракция – это разность между то-
тальной и свободной фракциями воды. Методика
определения данных фракций воды в организме и
тканях гидробионтов изложена ранее (Мартемья-
нов, 2014). Содержание разных фракций воды в тка-
нях выражали в процентах. Фракция свободной во-
ды в биологических жидкостях является раство-
рителем для осмотически активных веществ,
поэтому Osminorg выражали в мОсм/кг свободной
воды, а содержание натрия и калия – в ммоль/кг
свободной воды. Показано, что Osminorg биологи-
ческих жидкостей является адекватной только
при ее расчетах на определенное количество сво-
бодной воды (Мартемьянов, 2014).

Сухие пробы помещали в пластиковые про-
бирки, в которые добавляли по 10 мл дистиллиро-
ванной воды. Через сутки пробы встряхивали и
определяли общую концентрацию ионов кондук-
тометрическим методом (Хлебович, 1974). Затем
измеряли концентрацию натрия и калия на пла-
менном спектрофотометре Flapho-4 (фирма Carl
Zeiss, Iena, Германия).

Результаты представлены как средние значе-
ния и их ошибки. Достоверность различий оце-
нивали с помощью коэффициента Стьюдента
при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В пробах морской воды, взятых 14.10.2016 г. и

02.05.2017 г. в зал. Восток Японского моря, Osminorg
составляла 833 и 900 мОсм/л, а содержание на-
трия составляло 442 и 473 ммоль/л соответствен-
но. В пробах воды, взятой 03.11.2016 г. в р. Раз-
дольная и 03.05.2017 г. в р. Волчанка, Osminorg со-
ставляла 200 и 38 мОсм/л, а содержание натрия
составляло 67.2 и 9.8 ммоль/л соответственно.

Osminorg в сыворотке, мышцах, печени и мозге
крупночешуйной красноперки, отловленной в
середине октября 2016 г. в море (IV стадия зрело-
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сти гонад), достоверно не различалась и в сред-
нем составляла 389.5 ± 3.9 мОсм/кг свободной
воды (табл. 1). По сравнению с данным показате-
лем у красноперки из моря, у рыб с этой же стади-
ей зрелости гонад, но отловленных в ноябре в
р. Раздольная, Osminorg в сыворотке крови, мыш-
цах, печени и мозге была ниже соответственно на
36.9, 82.6, 97.1 и 72.6 мОсм/кг свободной воды.
Содержание натрия в сыворотке у рыб из р. Раз-
дольная было меньше на 19.7 ммоль/кг свобод-
ной воды, натрия и калия в мышцах – на 33.4 и
36.7 ммоль/кг свободной воды соответственно, а
калия в печени и мозге – на 57 и 30.3 ммоль/кг
свободной воды соответственно. По сравнению с
Osminorg в сыворотке крови, этот показатель в
мышцах, печени и мозге рыб, отловленных в
р. Раздольная, был достоверно ниже соответствен-
но на 43.4, 70.9 и 45.9 мОсм/кг свободной воды.

У рыб, отловленных в мае 2017 г. в Японском
море (V стадия зрелости гонад), Osminorg в мышцах, пе-
чени и мозге была достоверно ниже, чем в сыворотке
крови соответственно на 87.3, 81.3 и 89 мОсм/кг сво-
бодной воды. У рыб, отловленных в мае этого же
года в р. Волчанка (VI−II стадии зрелости гонад),
Osminorg в сыворотке крови составляла 355.2 мОсм/кг
свободной воды, т.е. этот показатель был на
81.5 мОсм/кг ниже, чем у рыб из моря, а содержа-
ние натрия у них снизилось на 45.5 ммоль/кг сво-
бодной воды. По сравнению с красноперкой из
моря, у рыб из реки Osminorg в мышцах, печени и
мозге снизилась соответственно на 112.6, 103.6 и
110.4 мОсм/кг свободной воды. Содержание на-
трия и калия в мышцах этих рыб уменьшилось со-
ответственно на 18.8 и 38.4 ммоль/кг свободной
воды, в печени – на 15.7 и 38.4 ммоль/кг свобод-
ной воды, а в мозге – на 20.6 и 31.8 ммоль/кг сво-
бодной воды. В мышцах, печени и мозге рыб, от-
ловленных в р. Волчанка, Osminorg была достоверно
ниже, чем в сыворотке крови, соответственно на
118.4, 103.4 и 117.9 мОсм/кг свободной воды (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ

Osminorg и содержание натрия в сыворотке крови
дальневосточной крупночешуйной красноперки,
отловленной в море (табл. 1), были существенно
ниже, чем во внешней среде. С одной стороны,
это показывает, что в морской среде красноперка
осуществляет гипоосмотический и гипонатреми-
ческий типы регуляции, характерные для мор-
ских видов рыб (Мартемьянов, 2013). С другой
стороны, Osminorg и содержание натрия в сыворот-
ке крови рыб, пойманных в реках (табл. 1), были
существенно выше, чем во внешней среде. Следо-
вательно, в речной воде красноперка осуществляет
гиперосмотический и гипернатремический типы
регуляции, которые характерны для пресновод-
ных видов рыб (Мартемьянов, 2013).

Таким образом, дальневосточная крупноче-
шуйная красноперка обладает структурами и си-
стемами, которые в зависимости от солености
среды осуществляют пресноводный или морской
тип осмотической и ионной регуляции. Пресно-
водным и морским типами осмотической и
ионной регуляции одновременно обладают эв-
ригалинные виды рыб (Мартемьянов, 2013).
Следовательно, дальневосточная крупноче-
шуйная красноперка по отношению к солено-
сти среды является эвригалинным видом.

Osminorg в сыворотке крови дальневосточной
крупночешуйной красноперки, пойманной в
пресной воде, в среднем составляла 356.3 мОсм/кг
(11.6 г/л), а у рыб из моря – 415.5 мОсм/кг (13.6 г/л).
Эти результаты указывают на то, что у дальнево-
сточной крупночешуйной красноперки в диапа-
зоне солености пресная вода – 11.6 г/л функцио-
нируют ионоциты пресноводного типа регуля-
ции, поддерживая более высокие Osminorg и
содержание натрия в сыворотке крови по сравне-
нию с таковыми во внешней среде. При солено-
сти 13.6 г/л и выше функционируют ионоциты
морского типа регуляции, поддерживающие бо-
лее низкие показатели Osminorg и содержание на-
трия в сыворотке крови по сравнению с таковыми
во внешней среде. Переход с одного типа регуля-
ции на другой у дальневосточной крупночешуй-
ной красноперки происходит в диапазоне соле-
ности 11.6–13.6 г/л.

Osminorg в сыворотке крови, мышцах, печени и
мозге крупночешуйной красноперки с гонадами
IV стадии зрелости, отловленной в середине
октября 2016 г. в море, достоверно не различалась
(Osminorg сыворотки = Osminorg тканей). В сыворот-
ке крови и тканях организма также присутствуют
органические осмолиты. В данном случае, чтобы
соблюдалось общее осмотическое равновесие
между внутренней средой и внутриклеточной
жидкостью, количество органических осмолитов
в сыворотке крови и тканях организма должно
быть равным (Osmorg сыворотки = Osmorg тканей).
Аналогичный тип регуляции общей осмоляльно-
сти (Osmtotal) выявлен у карася Carassius auratus,
акклимированного к пресной воде (Мартемья-
нов, Васильев, 2018).

Osminorg в сыворотке крови дальневосточной
крупночешуйной красноперки была существенно
выше, чем в мышцах, печени и мозге рыб (Osminorg
сыворотки > Osminorg тканей), отловленных в море
перед заходом в р. Волчанка на нерест (V стадия
зрелости гонад), в реках после нереста
(VI−II стадия зрелости гонад) и в период зимовки
(IV стадия зрелости гонад). Чтобы соблюдалось
общее осмотическое равновесие между внекле-
точной и внутриклеточной жидкостью (Osmtotal
сыворотки = Osmtotal тканей), количество органи-
ческих осмолитов в тканях организма должно
компенсировать недостаток электролитов плюс
органические молекулы внутренней среды.
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В данном случае Osmorg тканей > Osmorg сыворотки.
Такой тип регуляции Osmtotal зарегистрирован у
трески Gadus morhua, отловленной в Белом море
(Мартемьянов, 2020).

Поддержание структуры и функции макромо-
лекул (в том числе белков), совместимых с жизне-
деятельностью клетки, может осуществляться
только в узких диапазонах внутриклеточной кон-
центрации неорганических ионов (Somero, 1986).
Внутриклеточное накопление электролитов для
компенсации Osminorg внутренней среды ограни-
чено (Martemyanov, Poddubnaya, 2019). В связи с
этим более высокую Osminorg внутренней среды
клетки организма дополнительно компенсируют
за счет накопления органических молекул.

Показано, что при перемещении эвригалин-
ных рыб из пресной в морскую воду повышается
осмоляльность внутренней среды на определен-
ную величину за счет ионов натрия и хлора
(Fugelli, Zachariassen, 1976; Ahokas, Sorg, 1977; Vis-
lie, 1980). Приспособление клеток организма к
повышению осмоляльности внутренней среды
осуществляется за счет накопления преимуще-
ственно ионов натрия, калия и хлора до концен-
траций, не оказывающих вредного эффекта на
внутриклеточные процессы. При недостатке
электролитов клетки организма используют орга-
нические осмолиты для достижения осмотиче-
ского равновесия с внутренней средой.

При акклимации тиляпии Oreochromis mossam-
bica к морской воде отмечено усиление экспрес-
сии гена, кодирующего переносчик таурина в
разных тканях организма. Это приводило к уве-
личению количества молекул белка-переносчика
на мембранах и к активации поглощения амино-
кислоты таурина из внутренней среды в клетки
(Takeuchi et al., 2001). У рыб данного вида, аккли-
мированных к морской среде, содержание сво-
бодных аминокислот в мышцах, печени, жабрах,
сердце и почках увеличивалось в среднем в 2 раза
за счет распада белков (Venkatachari, 1974). При
адаптации угря Anguilla anguilla (см.: Huggins, Colley,
1971), камбалы Platichthys flesus и трехиглой ко-
люшки Gasterosteus aculeatus (см.: Lange, Fugelli,
1965), мозамбикской тиляпии Sarotherodon mos-
sambicus (см.: Assem, Hanke, 1983) и фундулюса
Fundulus diaphanus (см.: Ahokas, Sorg, 1977) к мор-
ской воде происходило существенное увеличение
концентрации свободных аминокислот в мыш-
цах. Адаптация эвригалинной камбалы P. flesus к
морской воде сопровождалась повышением кон-
центрации ионов калия и таурина в сердечной
мышце (Vislie, 1980), а в эритроцитах – ионов ка-
лия, хлора и органических осмолитов таурина и
гамма-аминомасляной кислоты (Fugelli, Zachari-
assen, 1976). При перемещении эвригалинных рыб
бородатой кефали Crenimugil labrosus и палтуса Para-
lichthys lethosligma из пресной воды в морскую содер-
жаниe аминокислот в мышцах увеличивалось со-
ответственно на 82 и 66% (Lasserre, Gilles, 1971).

У рыб в пресной воде Osminorg в плазме, мыш-
цах, печени, спинномозговой жидкости и мозге
не различалась (Мартемьянов, Васильев, 2018).
В зоне критической солёности у пресноводных
рыб повышалась осмоляльность внутренней среды
за счет ионов натрия и хлора (Davis, Simco, 1976;
Hegab, Hanke, 1982; Мартемьянов, 2013, 2017;
Christensen et al., 2016; Мартемьянов, Васильев,
2018; Martemyanov, Poddubnaya, 2019). При этом
степень увеличения Osminorg во внутренней среде
организма была больше, чем в тканях. Так, при
критической солёности 11.5 г/л Osminorg в плазме
крови карася Carassius auratus повышалась за счет
электролитов на 44.3%, а в эритроцитах, мышцах,
печени, спинномозговой жидкости и мозге – на
20.6−36.3%. Недостаток электролитов в этих тка-
нях компенсируется за счет накопления органи-
ческих осмолитов. В мышцах и печени карпа при
критической солености отмечено повышение
концентрации глицина, гистидина, аланина, тау-
рина и глутамата (Hegab, Hanke, 1983). У жаб Bufo
viridis и B. boreas в зоне критической солености
компенсация внутриклеточной осмотической
концентрации мышц за счет органических ве-
ществ достигала соответственно 53 и 57% (Gor-
don, 1965).

Таким образом, у дальневосточной крупноче-
шуйной красноперки в речной период независи-
мо от стадии зрелости гонад и в море перед нере-
стом Osminorg внутренней среды была на опреде-
ленную величину выше, чем осмоляльность
мышечной ткани, печени и мозга. Для соблюде-
ния осмотического равновесия между внутрен-
ней средой и внутриклеточной жидкостью недо-
статок неорганических ионов в тканях организма
красноперки должен компенсироваться за счет
накопления органических осмолитов.

Полученные данные показывают, что степень
различий между Osminorg внутренней среды и тка-
нями организма зависит от физиологического со-
стояния производителей. По отношению к внут-
ренней среде Osminorg в мышцах, печени и мозге
рыб, отловленных в период зимовки (IV стадия) в
р. Раздольная, была ниже соответственно на 12.1,
19.8 и 12.8%, а у красноперки из р. Волчанка сразу
после нереста (VI–II стадия) – соответственно на
33.3, 29.1 и 33.2%. Различия между Osminorg внут-
ренней среды и тканей организма проявлялись
более существенно у красноперки, отловленной
после нереста в р. Волчанка. В период размноже-
ния наибольшие изменения показателей водно-
солевого гомеостаза наблюдались также у прес-
новодных видов рыб (Мартемьянов, 2001, 2004;
Martemyanov, 2015). Чрезмерное функционирова-
ние адаптивных систем во время нереста приводит
к истощению защитных сил организма, снижая
способность поддерживать параметры водно-со-
левого гомеостаза.

У производителей дальневосточной крупноче-
шуйной красноперки перед нерестом (V стадия
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зрелости гонад) и сразу после нереста (VI–II ста-
дии зрелости гонад) доля связанной воды в сыво-
ротке крови и тканях многократно увеличивалась
(табл. 1). Это указывает на то, что в период раз-
множения в организме производителей происхо-
дят существенные структурные перестройки,
приводящие к образованию органических ве-
ществ, способных связывать воду.

В ходе миграции из Японского моря на зимовку
в р. Раздольная у производителей дальневосточ-
ной крупночешуйной красноперки (IV стадия
зрелости) Osminorg и содержание натрия в сыво-
ротке крови снизились соответственно на 9.4 и
10% (табл. 1). Во время нерестовой миграции про-
изводителей с гонадами V стадии зрелости из моря
в р. Волчанка осмоляльность и содержание на-
трия в сыворотке крови снизились соответствен-
но на 18.7 и 20.5%. Следовательно, снижение
Osminorg и содержания натрия во внутренней среде
производителей в ходе нерестовой миграции из
моря в реку более существенно (в 2 раза), чем при
миграции рыб на зимовку из моря в реку.

В ответ на снижение осмоляльности внутрен-
ней среды при переходе рыб из моря в реки в
клетках мышечной ткани красноперки снижа-
лось содержание натрия и калия, а в клетках печени
и мозга – лишь ионов калия. При этом величина
снижения концентрации ионов в мышцах, пече-
ни и мозге была больше таковой в сыворотке кро-
ви, что создавало более низкую Osminorg в тканях.
Чтобы обеспечить осмотическое равновесие с
внутренней средой, ткани компенсировали дефи-
цит неорганических ионов за счет накопления
органических осмолитов.
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Osmotic and Ionic Regulation in the Far Eastern Big-Scaled Redfin Tribolodon 
hakonensis (Günther, 1877) (Cypriniformes: Cyprinidae) in the Sea and in Rivers

V. I. Martemyanova, N. E. Lamasha, b, and A. M. Andreevaa

aI.D. Papanin Institute for Biology of Inland Waters, Russian Academy of Sciences, Borok 152742, Russia
bA.V. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences,

Vladivostok  690041, Russia

The values of the osmolality, the contents of sodium, potassium, as well as the contents of total, free, and
bound water fractions in blood serum, muscles, liver and brain, characteristic for fish in the sea and in rivers
were determined for the far eastern big-scaled redfin, Tribolodon hakonensis. The osmolality associated with
the content of inorganic ions (Osminorg) was the same in the internal environment (blood serum), in muscles,
liver and brain of the redfins caught in the sea at the gonad maturity stage IV. In fish caught in the sea in pre-
spawning period (gonad maturity stage V) and in rivers after spawning (gonad maturity stage VI−II) or in
wintering period (gonad maturity stage IV), Osminorg in muscles, liver and the brain was significantly lower
than in the blood serum. To achieve osmotic equilibrium with the internal environment, the lack of electro-
lytes in body tissues was compensated by accumulation of organic osmolytes. Migration of the redfin from
rivers to the sea was associated with a significant increase in Osminorg in the blood serum, by 9.4−18.7% on
the average. As an adaptation in response to this increase, muscle tissue cells increased the concentration of
sodium and potassium, while liver and brain cells accumulated potassium.

Keywords: serum, muscles, liver, brain, osmolality, sodium, potassium, total, free, and bound water fractions
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У обитающего в стабильно холодных водах Антарктики антарктического клыкача Dissostichus maw-
soni Norman, 1937 (Actinopterygii: Nototheniidae) определены содержание общих липидов и их фрак-
ций, интенсивность окислительных процессов и уровень антиокислительной защиты в крови, поч-
ке, селезенке и печени в зависимости от пола и возраста. Существенных различий между самцами
и самками по этим показателям не выявлено. Значимые различия некоторых показателей у разно-
возрастных групп клыкача отмечены в крови и печени. Однако большинство показателей различа-
лись незначительно, что, вероятно, связано с отловом рыб в нагульный период. Высокое содержа-
ние общих липидов, запасных триацилглицеридов и уровень антиокислительной защиты в крови и
органах D. mawsoni отражают особенности данного вида, обеспечивающие обитание в условиях Ан-
тарктики.

Ключевые слова: антарктический клыкач Dissostichus mawsoni, кровь, почка, селезенка, печень, липи-
ды и их фракции, перекисное окисление липидов, антиокислительная активность
DOI: 10.31857/S0134347521030098

Представители семейства Нототениевые (No-
totheniidae) – это в основном донные и придон-
ные рыбы, обитающие в Антарктике и Субан-
тарктике (Шуст, 1998; Nelson, 2006). Обитание в
холодных водах отразилось на анатомии и физио-
логии данных рыб. Например, отсутствие плава-
тельного пузыря, который имеется у других луче-
пёрых рыб, компенсируется особенностями об-
щей морфологии тела, которые обеспечивают его
плавучесть. Снижение массы тела происходит за
счет обводнения мышц и образования липидных
мешков – своеобразных внутримышечных жиро-
вых депо, а также в результате уменьшения мине-
рализации костей и редукции костных элементов
скелета. У большинства эндемиков антарктиче-
ских вод в крови и других жидкостях тела содер-
жатся особые гликопротеины – биологические ан-
тифризы, препятствующие образованию кристал-
лов льда в организме (DeVries, 1971; Chen et al.,
1977; Морской энциклопедический …, 1986; Nel-
son, 2006).

Один из самых крупных и наиболее ценных
промысловых видов семейства Нототениевые в
Антарктике и Субантарктике – антарктический
клыкач Dissostichus mawsoni Norman, 1937. Этот
вид распространен циркумполярно, ареал обита-
ния включает зоны континентального шельфа,
склона, а также отдельно стоящих подводных
поднятий и островов в Южном океане. Возраст
отдельных особей клыкача может достигать 30 лет
и более, длина − 2 м, а масса − 120 кг. Питается
D. mawsoni разными видами кальмаров и рыб
(Шуст, 1998; Промысловые рыбы России, 2006;
Петров и др., 2014).

В полярных регионах липиды и жирные кис-
лоты представляют собой основные энергетиче-
ские запасы для многих видов рыб и играют важ-
ную роль в росте, движении, балансе плавучести
и воспроизводстве (Лапин, Шатуновский, 1981;
Гершанович и др., 1991; Sargent et al., 2002). Опуб-
ликованы сведения о количестве и составе общих
липидов и жирных кислот, а также о процентном
содержании некоторых липидных фракций у
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взрослых особей и личинок полярных видов рыб,
в том числе у представителей Nototheniidea; при-
ведены сравнительные характеристики липидно-
го состава в зависимости от образа жизни и пище-
вых предпочтений рыб (Hagen et al., 2002;
Mayzaud et al., 2011; Giraldo et al., 2015, 2017; Пек-
коева и др., 2017; Murzina et al., 2020). У рыб, оби-
тающих в условиях антарктических вод, энерге-
тический обмен обеспечивается жировыми ре-
сурсами организма. Например, у мраморной
нототении Notothenia rossii Richardson, 1844 обна-
ружено высокое содержание высоконасыщенных
жирных кислот, активно участвующих в окисли-
тельных процессах (Шатуновский, 1980). Вслед-
ствие этого в тканях и органах повышается содер-
жание свободных радикалов или активных форм
кислорода (АФК), которые участвуют в процес-
сах клеточного метаболизма. Высокий уровень
АФК негативно влияет на клетки и нарушает ди-
намическое равновесие окислительно-восстано-
вительного баланса. Подобное избыточное на-
копление АФК нейтрализуется ферментными и
неферментными антиоксидантами (Меньшикова
и др., 2008). Несмотря на понимание общей кон-
цепции, сведения об уровне липидов, окисли-
тельных процессах и о содержании антиоксидан-
тов у представителей глубоководной ихтиофауны
Антарктики и Субантарктики до сих пор отры-
вочны.

В настоящей работе исследованы содержание
общих липидов и их фракций, а также интенсив-
ность окислительных процессов и уровень анти-
оксидантов в крови и органах антарктического
клыкача.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Особи антарктического клыкача Dissostichus

mawsoni (36 экз.) были выловлены в декабре 2011 г. –
январе 2012 г. в море Росса (Тихоокеанский сек-
тор Антарктики; 75°11′ ю.ш., 175°31′ з.д.) на глуби-
не от 1241 до 1625 м ярусоловом “Янтарь-31”
(ООО “Орион”, г. Хабаровск), а также в январе–
марте 2013 г. в море Росса (75° ю.ш., 172–174° в.д.)
на глубине от 826 до 1273 м и в море Амундсена
(69°41′ ю.ш., 126°46′ з.д.) на глубине от 1398 до
1430 м ярусоловом “Янтарь-35” (ООО “Орион”,
г. Хабаровск) при помощи донного яруса типа ав-
толайн “Мустад” (Петров и др., 2014).

Сравнительный анализ отловленных рыб про-
водили по половому признаку и возрасту. Всего
было обработано 23 самца и 13 самок (табл. 1). От-

ловленных рыб разделили на четыре возрастные
группы: 6–7 лет (5 самцов и 3 самки – неполовозре-
лые), 8–11 лет (6 самцов и 3 самки), 12–13 лет
(7 самцов и 3 самки) и старше 14 лет (5 самцов и
4 самки).

Сразу после вылова у рыб отбирали кровь из
хвостовой вены и вынимали печень, почку и селе-
зенку. Индекс этих внутренних органов рассчи-
тывали по процентному отношению массы ис-
следуемого органа к массе рыбы по формуле: Х =
= А/В × 100, где Х – индекс органа, %; А – масса
органа, г; В – масса рыбы, г. Кровь центрифуги-
ровали до осаждения клеточных элементов и от-
деления сыворотки. Пробирки с сывороткой кро-
ви и образцами тканей органов замораживали
при температуре −20°С. В условиях лаборатории
из размороженных образцов тканей печени, поч-
ки и селезенки при помощи гомогенизатора гото-
вили гомогенаты с 0.65% физиологическим рас-
твором в соотношении 1 : 5.

В сыворотке крови и гомогенатах тканей рыб
анализировали содержание общих липидов (ОЛ)
и их фракционный состав, интенсивность пере-
кисного окисления липидов (ПОЛ) и уровень ан-
тиокислительной защиты (АЗ).

Липиды из тканей экстрагировали и определя-
ли гравиметрически стандартным методом по
Фолчу (Folch et al., 1957). Пробы фиксировали
смесью хлороформ : метанол в соотношении 2 : 1
по объему. Разделение общих липидов проводили
с помощью метода тонкослойной хроматографии
восходящим способом на пластинках “Silufol” в
системе растворителей петролейный эфир : сер-
ный эфир : ледяная уксусная кислота (90 : 10 : 1 по
объему). Фракционный состав липидов опреде-
ляли в герметичной камере в парах йода (Кейтс,
1975). Определяли относительное содержание
структурных фосфолипидов (ФЛ), холестерина
(ХС), неэстерифицированных жирных кислот
(НЭЖК), запасных триацилглицеридов (ТГ), эфи-
ров стеринов (ЭС) и углеводородов + воска (УВ).

Интенсивность ПОЛ определяли по накопле-
нию малонового диальдегида (МДА) – одного из
конечных продуктов перекисного окисления.
Концентрацию МДА устанавливали по количе-
ству продуктов ПОЛ, реагирующих с тиобарбиту-
ровой кислотой и дающих с ней окрашенный
комплекс. Интенсивность окрашивания оцени-
вали спектрофотометрически по изменению мак-
симума поглощения при 532 нм (Андреева и др.,
1988). Содержание МДА вычисляли с учетом ко-

Таблица 1. Морфометрические показатели антарктического клыкача Dissostichus mawsoni

Показатель
Пол Возраст, лет

самки самцы 6–7 8–11 12–13 14 и старше

Средняя масса, г 21710 ± 3217 21848 ± 2197 8549 ± 310 18483 ± 1669 22465 ± 1117 36149 ± 2286
Средняя длина, см 115 ± 6.48 115 ± 4.01 86.75 ± 1.29 106.78 ± 2.01 121.4 ± 1.41 141.22 ± 2.71
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эффициента молярной экстинкции: 1.56 × 105/(М см)
и выражали в наномолях на 1 г ткани.

Об общей антиокислительной активности су-
дили по кинетике окисления субстрата восста-
новленной формы 2,6-дихлорфенолиндофенола
кислородом воздуха, оцененной по общеприня-
той методике (Семенов, Ярош, 1985). Суть данно-
го метода: чем выше скорость окисления субстра-
та в присутствии биологического материала, тем
ниже содержание антиоксидантов в тканях. Кон-
станту ингибирования окисления субстрата
(КОС), которая служит показателем антиокисли-
тельной активности ткани, определяли относи-
тельно контроля по формуле: Кi = Ккон – Коп/С, где
Ккон и Коп – константы скорости окисления субстрата
соответственно в контроле и опыте; С – концентра-
ция биологического материала в кювете.

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили по стандартным алгоритмам,
реализованным в пакете программ Statistica v6.0, с
использованием t-теста. Различия считали значи-
мыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
При сравнении соматических индексов почки,

селезенки и печени самцов и самок Dissostichus

mawsoni (табл. 2) достоверных различий не обна-
ружено. И у самцов, и у самок антарктического
клыкача наибольшим был гепатосоматический
индекс, а наименьшим – спленосоматический.
Между полами не обнаружено различий и в со-
держании липидов. Однако в разных органах со-
держание липидов различалось: самые высокие
значения НЭЖК и УВ определены в крови; ХС,
ЭС, МДА и КОС – в почке; ФЛ – в селезенке, а
ОЛ и ТГ – в печени. Самыми низкими значения
ОЛ и МДА были в крови, ФЛ и УВ – в почке; ХЛ,
НЭЖК, ТГ и КОС – в селезенке, а ЭС – в печени.

При сравнении разных возрастных групп са-
мый низкий соматический индекс почки и селе-
зенки выявлен у рыб старших возрастных групп
(табл. 3). Наибольшее количество достоверных
отличий по всем показателям отмечено в крови, а
наиболее вариабельным оказался уровень ФЛ в
разных тканях и органах. Больше всего различий
между исследованными показателями выявлено у
рыб старше 14 лет.

ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ полученных результа-
тов показал значимые различия между разновоз-
растными особями. Более низкие соматические

Таблица 2. Соматические индексы, содержание липидов и их фракций, интенсивность окислительных процес-
сов и уровень антиокислительной защиты в крови и органах самок и самцов антарктического клыкача Dissos-
tichus mawsoni

Примечание. Над чертой − показатели самок, под чертой – самцов; “–” – не определяли; расшифровка аббревиатур приве-
дена в тексте.

Показатель Кровь Почка Селезенка Печень

Соматический индекс, % –

ОЛ, мг%

ФЛ, %

ХС, %

НЭЖК, %

ТГ, %

ЭС, %

УВ, %

МДА, нмоль/г

КОС, л/(мл мин)

±
±

0.21 0.02
0.22 0.02

±
±

0.53 0.32
0.20 0.02

±
±

2.98 0.36
2.22 0.26

±
±

1363 19
1349 8

±
±

2793 26
2844 14

±
±

1887 11
1904 7

±
±

3632 26
3595 28

±
±

36.50 0.20
36.10 0.13

±
±

35.19 0.08
35.06 0.19

±
±

48.18 0.12
47.87 0.15

±
±

38.25 0.14
38.23 0.08

±
±

10.79 0.19
10.95 0.09

±
±

15.07 0.08
15.18 0.14

±
±

8.62 0.11
8.64 0.10

±
±

9.95 0.13
10.03 0.13

±
±

6.28 0.38
6.43 0.22

±
±

3.08 0.15
3.01 0.13

±
±

2.73 0.03
2.57 0.13

±
±

3.44 0.06
3.46 0.08

±
±

40.07 0.34
40.34 0.33

±
±

39.87 0.11
40.07 0.16

±
±

34.96 0.18
35.37 0.13

±
±

42.35 0.37
42.48 0.22

±
±

4.89 0.14
4.77 0.11

±
±

6.21 0.07
6.08 0.05

±
±

4.67 0.05
4.72 0.06

±
±

4.64 0.11
4.58 0.11

±
±

1.34 0.06
1.39 0.04

±
±

0.56 0.04
0.57 0.01

±
±

0.81 0.03
0.80 0.07

±
±

1.35 0.11
1.18 0.03

±
±

1.99 0.07
2.07 0.06

±
±

10.68 0.42
11.11 0.34

±
±

2.36 0.05
2.12 0.07

±
±

6.70 0.11
6.67 0.10

±
±

1.43 0.09
1.50 0.06

±
±

4.17 0.07
4.15 0.05

±
±

1.27 0.02
1.24 0.02

±
±

2.82 0.10
2.72 0.09
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Таблица 3. Соматические индексы, содержание липидов и их фракций, интенсивность окислительных процес-
сов и уровень антиокислительной защиты в крови и органах разновозрастных групп антарктического клыкача
Dissostichus mawsoni

Возраст, лет
Соматический индекс, %

кровь почка селезенка печень

6–7 (а) – 0.36 ± 0.03 0.29 ± 0.04 2.15 ± 0.18
8–11 (б) – 0.22 ± 0.01а 0.68 ± 0.47 3.12 ± 0.55

12–13 (в) – 0.18 ± 0.01а 0.16 ± 0.01а 2.34 ± 0.40
Старше 14 – 0.14 ± 0.01а,б 0.16 ± 0.02а 2.37 ± 0.39

ОЛ, мг %
6–7 (а) 1427 ± 23 2798 ± 13 1883 ± 18 3640 ± 45
8–11 (б) 1394 ± 12 2870 ± 20 1898 ± 13 3635 ± 55

12–13 (в) 1393 ± 27 2803 ± 23 1906 ± 9 3599 ± 29

Старше 14 1433 ± 28 2860 ± 10 1883 ± 8 3590 ± 65
ФЛ, %

6–7 (а) 35.74 ± 0.18 35.15 ± 0.09 47.98 ± 0.27 37.91 ± 0.04

8–11 (б) 35.85 ± 0.14 35.36 ± 0.14 47.67 ± 0.12 38.31 ± 0.20

12–13 (в) 36.21 ± 0.16 35.01 ± 0.22 47.99 ± 0.18 38.26 ± 0.10

Старше 14 35.39 ± 0.11б, в 35.15 ± 0.28 48.40 ± 0.06б 38.45 ± 0.03а

ХС, %

6–7 (а) 10.43 ± 0.19 15.19 ± 0.12 8.84 ± 0.18 9.94 ± 0.11

8–11 (б) 10.31 ± 0.14 14.93 ± 0.04 8.76 ± 0.35 10.35 ± 0.21

12–13 (в) 10.54 ± 0.17 15.20 ± 0.15 8.56 ± 0.09 10.03 ± 0.12

Старше 14 10.40 ± 0.28 15.12 ± 0.26 8.52 ± 0.03 9.64 ± 0.20
НЭЖК, %

6–7 (а) 6.21 ± 0.10 2.77 ± 0.26 2.78 ± 0.06 3.32 ± 0.08

8–11 (б) 6.90 ± 0.22а 2.69 ± 0.36 2.80 ± 0.11 3.59 ± 0.31

12–13 (в) 6.53 ± 0.19 3.23 ± 0.09 2.51 ± 0.14 3.42 ± 0.06

Старше 14 6.92 ± 0.36а 3.10 ± 0.15 2.75 ± 0.01 3.57 ± 0.09
ТГ, %

6–7 (а) 41.62 ± 0.32 40.10 ± 0.12 35.04 ± 0.46 43.12 ± 0.08

8–11 (б) 41.12 ± 0.36 40.34 ± 0.53 35.44 ± 0.46 41.85 ± 0.34

12–13 (в) 40.55 ± 0.39 39.85 ± 0.11 35.31 ± 0.12 42.50 ± 0.30

Старше 14 41.20 ± 0.13 39.96 ± 0.30 34.83 ± 0.33 42.11 ± 0.26
ЭС, %

6–7 (а) 4.37 ± 0.11 6.28 ± 0.19 4.57 ± 0.02 4.55 ± 0.26

8–11 (б) 4.21 ± 0.17 6.06 ± 0.08 4.61 ± 0.05 4.74 ± 0.15

12–13 (в) 4.73 ± 0.12б 6.15 ± 0.06 4.79 ± 0.05 4.54 ± 0.11

Старше 14 4.25 ± 0.04в 6.03 ± 0.06 4.67 ± 0.13 4.75 ± 0.32
УВ, %

6–7 (а) 1.56 ± 0.09 0.49 ± 0.02 0.78 ± 0.07 1.15 ± 0.03

8–11 (б) 1.60 ± 0.06 0.61 ± 0.02 0.70 ± 0.06 1.15 ± 0.13

12–13 (в) 1.44 ± 0.03б 0.56 ± 0.01 0.85 ± 0.07 1.24 ± 0.04

Старше 14 1.83 ± 0.20в 0.63 ± 0.07 0.81 ± 0.12 1.47 ± 0.32
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а,б,вЗначимые различия между разными возрастными группами рыб при p ≤ 0.05. Примечание. “–” – не определяли; расшиф-
ровка аббревиатур приведена в тексте.

МДА, нмоль/г

6–7 (а) 2.13 ± 0.09 11.03 ± 0.50 2.20 ± 0.16 6.34 ± 0.17

8–11 (б) 1.98 ± 0.07 11.16 ± 0.60 2.11 ± 0.12 6.50 ± 0.13
12–13 (в) 1.92 ± 0.11 10.27 ± 0.56 2.28 ± 0.05 6.98 ± 0.05а, б

Старше 14 2.16 ± 0.07 11.3 ± 0.47 2.25 ± 0.08 6.84 ± 0.13а

КОС, л/(мл мин)
6–7 (а) 1.43 ± 0.06 4.15 ± 0.08 1.22 ± 0.04 2.78 ± 0.15
8–11 (б) 1.48 ± 0.11 4.11 ± 0.07 1.28 ± 0.04 2.51 ± 0.12

12–13 (в) 1.35 ± 0.11 4.07 ± 0.09 1.27 ± 0.02 3.00 ± 0.12б

Старше 14 1.68 ± 0.08а, в 4.30 ± 0.07 1.22 ± 0.04 2.73 ± 0.12

Возраст, лет
Соматический индекс, %

кровь почка селезенка печень

Таблица 3. Окончание

индексы почки и селезенки у возрастных рыб
можно объяснить несколькими причинами.
Внутренние органы сформированы и с возрастом
незначительно увеличиваются в размерах, тогда
как наращивание мышечной ткани активно про-
должается. Кроме этого, вероятно, постепенно
истощается лимфопоэтическая ткань этих орга-
нов и снижается уровень лимфо- и миелопоэза.
Это связано с тем, что наиболее активно иммун-
ная система функционирует у молоди рыб и в тече-
ние нескольких лет после достижения ими половой
зрелости. С возрастом активность иммунной систе-
мы снижается и, как следствие, увеличивается ко-
личество иммунодефицитных особей (Микряков,
1984). Аналогичное снижение с возрастом индексов
почки и селезенки отмечено у морского ерша (Эко-
токсикологические исследования…, 2016).

Существенных различий между группами рыб
по содержанию и фракционному составу ОЛ не об-
наружено. Отлов проводили в нагульный период,
поэтому в организмах всех исследованных рыб
происходили аналогичные процессы. Они были
направлены на накопление ресурсов, в том числе
запасных липидов, для обеспечения дальнейшего
выживания, достижения репродуктивного воз-
раста неполовозрелыми особями и успешного
воспроизводства. Обнаруженные различия в со-
держании ФЛ, НЭЖК, ЭС и УВ у рыб разновоз-
растных групп, вероятно, были связаны с харак-
тером питания и направлением метаболических
процессов.

В то же время ткани и органы существенно
различались по величине исследуемых показате-
лей, что отражает их структурно-функциональ-
ные особенности. Известно, что внутренние тка-
ни и органы рыб различаются по распределению
и накоплению липидов и их фракций (Лапин,
Шатуновский, 1981; Гершанович и др., 1991; Ве-
ланский, Костецкий, 2008). Самым высоким со-

держание ОЛ было в печени клыкача, а самым
низким – в крови. Высокое содержание ОЛ в пе-
чени обусловлено тем, что этот орган играет
огромную роль в обмене липидов. В печени про-
исходят такие процессы, как окисление, синтез и
депонирование липидов, которые с помощью
крови распределяются по жировым депо, а также
другим тканям и органам. Однако содержание ОЛ
в крови и печени антарктического клыкача на-
много превышало данные показатели у ставриды
и бычка, обитающих в Чёрном море (Микряков
и др., 2011).

В разных тканях при однородном качествен-
ном составе липидов количественные показатели
отдельных липидных фракций различались. Во
всех исследованных тканях и органах самым вы-
соким было процентное содержание ТГ и ФЛ, а
самым низким – ЭС и УВ. Процентное содержа-
ние разных фракций липидов в тканях Dissostichus
mawsoni отличалось от такового как у пресновод-
ных, так и у морских рыб, обитающих в эпипела-
гиальных теплых водах. В зависимости от ткани и
органа у пресноводных рыб более высокое содер-
жание ЭС и УВ и низкое − ТГ и ФЛ, а у морских
рыб содержание НЭЖК, УВ и ХС выше, а ФЛ –
ниже (Шатуновский, 1980; Силкина, 1988;
Микряков и др., 2011). Такие различия обуслов-
лены температурой воды и особенностями глубо-
ководного обитания D. mawsoni. Высокое содержа-
ние ТГ и ФЛ необходимо для обеспечения высоких
энергетических затрат организма и устойчивости
к низким температурам. Низкий уровень УВ свя-
зан с тем, что основная часть углеводородов со-
держится во внутримышечных жировых депо,
обеспечивая клыкачу плавучесть (Лапин, Шату-
новский, 1981; Гершанович и др., 1991).

Отмечены различия по содержанию конечных
продуктов ПОЛ и уровню антиоксидантов в тка-
нях и органах антарктического клыкача. Высокие
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уровень МДА и показатель КОС выявлены в поч-
ке, а низкие – в крови и селезенке. Вероятно, это
связано с соотношением разных форм лейкоци-
тов в данных тканях и органах. Ранее нами было
показано, что содержание гранулоцитов и макро-
фагов в почках выше, чем в крови и селезенке
(Гордеев и др., 2014, 2017). Эти клетки способны
нарабатывать АФК и использовать их для выпол-
нения одной из основных своих функций – раз-
рушение чужеродных бактерий (Zapata et al.,
1996; van Muiswinkel, Vervoorn-Van Der Wal, 2006).
Повышенное содержание АФК может интенси-
фицировать процессы ПОЛ и снижать количе-
ство антиоксидантов. Однако, как и по содержа-
нию основных липидов и их фракций, суще-
ственных различий по содержанию конечных
продуктов ПОЛ и уровню антиоксидантов между
группами рыб не выявлено. Достоверные разли-
чия показателей МДА в печени и КОС в крови и
печени разновозрастных рыб, вероятно, связаны
со снижением уровня АЗ. Небольшие различия в
уровне МДА и КОС между группами рыб указы-
вают на оптимальное соотношение разных струк-
тур системы ПОЛ ↔ АЗ в исследованных тканях,
что препятствует активации окислительных про-
цессов и понижению содержания антиоксидан-
тов, а также способствует реализации компенса-
торных реакций в организме (Winston, 1991;
Меньшикова и др., 2008).

В результате проведенного исследования су-
щественных различий между самцами и самками
D. mawsoni не выявлено. В то же время на морском
ерше Scorpaena porcus L. (Scorpaenidae), обитаю-
щем в тёплых водах Чёрного моря, показано, что
самцы и самки различались по соматическому
индексу печени, уровню продуктов ПОЛ и актив-
ности АЗ (Экотоксикологические исследова-
ния…, 2016; Залевская и др., 2020). Среди разно-
возрастных групп антарктического клыкача вы-
явлены достоверные различия по некоторым
параметрам, однако большинство исследованных
показателей различались незначительно. Сходство
показателей у разных возрастных групп антаркти-
ческого клыкача, скорее всего, связано с тем, что
рыбы были отловлены в нагульный период. Из-
вестно, что уровень обменных процессов у рыб в
разные сезоны года изменяется, а их интенсив-
ность и направление зависят от биотических и
абиотических факторов (Шатуновский, 1980; Ла-
пин, Шатуновский, 1981; Силкина, 1988; Гершано-
вич и др., 1991; Lloret et al., 2014; Vinagre et al., 2014;
Экотоксикологические исследования…, 2016; За-
левская и др., 2020). Полученные результаты ука-
зывают на необходимость дальнейших исследо-
ваний глубоководных видов рыб с целью расшире-
ния представлений об их адаптациях к обитанию в
водной среде с перманентно низкой температурой.
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of the Antarctic Toothfish Dissostichus mawsoni Norman, 1937 (Nototheniidae)
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The content of total lipids and lipid fractions, the intensity of oxidative processes, and the antioxidant defense
level in the blood, kidney, spleen, and liver of the Antarctic toothfish Dissostichus mawsoni (Actinopterygii:
Nototheniidae) that inhabit stably cold Antarctic waters were studied depending on gender and age. This
study revealed no significant differences between males and females. Significant variations in some parame-
ters between the age groups of toothfish were found in the blood and liver. However, the differences in most
of the studied parameters were insignificant, which is probably due to the capture of fish during their feeding
period. The high content of total lipids, the content of stored triacylglycerols, and the antioxidant defense le-
vel in the blood and organs of D. mawsoni ref lect the physiological features that make it possible for the spe-
cies to live in Antarctic conditions.
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С использованием двух методических подходов сравнили форму отолитов в девяти выборках черно-
морской ставриды Trachurus mediterraneus, отловленной в бухтах у Севастополя и Балаклавы в 2017–
2018 гг. При первом подходе анализировали размеры отолитов (длина, ширина, периметр, площадь),
приведенные к средней длине рыбы из всех выборок, и рассчитанные на их основе шесть индексов фор-
мы отолитов (отношение длины к ширине, циркулярность, прямоугольность, округлость, фактор фор-
мы, эллиптичность). При втором подходе использовали коэффициенты эллиптического анализа Фурье
контуров отолитов. Достоверных различий между левым и правым отолитами, а также между отолитами
самцов и самок ставриды не обнаружено. Результаты дискриминации отдельных выборок при этих двух
подходах различались, однако в целом отолиты черноморской ставриды из всех исследованных бухт до-
стоверно не различались ни по индексам формы, ни по коэффициентам Фурье.

Ключевые слова: Trachurus mediterraneus, отолиты, форма, индексы, коэффициенты Фурье, Чёрное море
DOI: 10.31857/S0134347521030049

Черноморская ставрида – это популяция сре-
диземноморской ставриды Trachurus mediterraneus
(Steindachner, 1868), обитающая в Чёрном море,
которая заходит также в Азовское и Мраморное
моря. Ранее Ю.Г. Алеев (1956) описал черномор-
скую ставриду как самостоятельный подвид, ко-
торый получил название T. mediterraneus ponticus
Aleev, 1956. Генеральная комиссия по рыболов-
ству в Средиземном море (GFCM) и Научно-техни-
ческий и экономический комитет по рыболовству
(STECF) при Европейской Комиссии считают чер-
номорскую ставриду самостоятельной единицей
запаса, поэтому оценка биомассы и управление
промыслом этого вида проводятся отдельно от та-
ковых ставриды из Средиземного моря (GFCM,
2012; STECF, 2015). Однако недавние генетиче-
ские исследования показали, что черноморская
ставрида не является ни самостоятельным видом,
ни подвидом и ее следует рассматривать как чер-
номорское стадо средиземноморской ставриды
(Слынько и др., 2018).

Черноморская ставрида имеет сложную внут-
ривидовую структуру. В Чёрном море Ю.Г. Алеев
(1957) выделял четыре локальных стада: юго-за-
падное (босфорское), северное (крымское), во-
сточное (кавказское) и южное (анатолийское).

Кроме этого, известны две формы черноморской
ставриды: мелкая и крупная (Алеев, 1957; Geor-
giev, Kolarov, 1962; Stoyanov et al., 1963), которые
различаются размерами, скоростью роста, про-
должительностью жизни, миграционной актив-
ностью и др. Небольшие различия отмечены и в
форме отолитов (Ревина, Сафьянова, 1965). Не-
давние исследования ряда популяционных, мор-
фологических, морфофизиологических и парази-
тологических характеристик ставриды, обитаю-
щей у побережья Крыма, показали, что в
некоторых районах существуют обособленные
локальные группировки, которые слабо смеши-
ваются между собой (Юрахно, Кузьминова, 2012;
Кузьминова, 2013; Кузьминова и др., 2016, 2018;
Мельникова, Кузьминова, 2019). В частности,
выделена локальная группировка ставриды в Ба-
лаклавской бухте, особи которой отличались от
рыб из севастопольских бухт по размерам, упи-
танности и ряду морфометрических показателей,
в том числе по отношению длины отолита к его
ширине (Кузьминова и др., 2018).

Анализ формы отолитов (otolith shape analysis) –
один из современных методов изучения популя-
ционной структуры рыб и выделения их запасов.
Известно, что форма отолитов определяется гене-
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тическими факторами, а также факторами среды,
условиями питания, роста и физиологическими
процессами (Campana, Casselman, 1993; Cardinale
et al., 2004; Stransky et al., 2008; Vignon, Morat,
2010). При этом форма отолитов не зависит от
краткосрочного изменения состояния рыб, влия-
ющего на форму их тела, например, при голода-
нии (Campana, Casselman, 1993).

Для характеристики формы отолитов приме-
няют несколько методов: анализ морфометрии
отолитов (длина, ширина, площадь, периметр) и
рассчитанных на их основе безразмерных индек-
сов формы; сравнение расстояний между опор-
ными точками (метками); получение координат
опорных точек и их анализ методами геометриче-
ской морфометрии; описание контуров с помо-
щью коэффициентов эллиптического анализа
Фурье и дискретных вейвлет-коэффициентов.
У средиземноморской ставриды анализ формы
отолитов методом измерения расстояния между
метками использован для дискриминации попу-
ляций в Чёрном, Мраморном, Эгейском морях и
в северо-восточной части Средиземного моря
(Turan, 2006). Эллиптический анализ Фурье при-
менен для идентификации запасов средиземно-
морской ставриды в северо-восточной Атлантике
и Средиземном море (Abaunza et al., 2008). В оте-
чественных исследованиях анализ формы отоли-
тов для изучения популяционной структуры и
дифференциации запасов разных видов рыб стали
применять сравнительно недавно (Орлов, Афана-
сьев, 2013; Павлов, 2016, 2018; Афанасьев и др., 2017;
Мазникова и др., 2017; Павлов, Широкова, 2020).

Цель настоящего исследования – провести
сравнительный анализ формы отолитов у черно-
морской ставриды из Балаклавской бухты и сева-
стопольских бухт, используя индексы отолитов и
метод эллиптического анализа Фурье, чтобы
определить возможность дискриминации ло-
кальных стад ставриды по этим показателям.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материал отбирали с ноября 2017 г. по май
2018 г. из уловов донных ловушек береговых про-
мысловых бригад в трех севастопольских бухтах
(Александровская, Омега, Стрелецкая), а также в
расположенной в 15 км от г. Севастополя Бала-
клавской бухте (рис. 1). Для исследования ис-
пользовали девять выборок черноморской став-
риды (табл. 1).

В лаборатории Института биологии южных
морей РАН (г. Севастополь) проводили биологи-
ческий анализ каждой рыбы: определяли общую
длину (TL), массу, пол и другие показатели. Ото-
литы (сагитту) извлекали из головы рыбы, тща-
тельно очищали и использовали для определения
возраста, а затем сушили и хранили в микропро-
бирках-эппендорфах с соответствующей нумера-
цией. Отолиты сеголеток и годовиков ставриды
длиной от 8.0 до 11.7 см не анализировали.

Для сравнения формы отбирали только целые
левые и правые отолиты. Сухие отолиты по одно-
му выкладывали на темную матовую поверхность
рострумом влево и акустической бороздкой (sul-
cus acusticus) вниз и фотографировали в отражен-
ном свете под бинокуляром МБС-10 (увеличение
8 × 1) с помощью цифровой камеры DCM500, со-
единенной с компьютером. Использовали про-
грамму анализа изображений ScopePhoto; разреше-
ние изображений 2592 × 1944 пикселей на дюйм.

Размеры отолитов определяли с помощью
программы ImageJ (Abramoff et al., 2004). Изобра-
жение каждого отолита калибровали по изобра-
жению масштабной линейки. Программа ImageJ
позволяет автоматически определять максималь-
ную длину по Ферету (OL, мм), максимальную
ширину по Ферету (OW, мм), периметр (P, мм) и
площадь отолита (A, мм2). На основе этих измере-
ний, используя формулы, приведенные в ряде ра-
бот (Tuset et al., 2003; Ponton, 2006; Zorica et al.,

Рис. 1. Карта-схема мест отлова черноморской ставриды Trachurus mediterraneus.

44.60

44.55

44.50

44.45

44.65

33.5033.4033.30 33.60

б. Стрелецкая

б. Александровская

б. Балаклавская

г. Севастополь

Чёрное море

б. Омега

м. Херсонес

м. Фиолент



БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 47  № 3  2021

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ФОРМЫ ОТОЛИТОВ 169

2010; Zengіn et al., 2015; Павлов, 2016), рассчиты-
вали шесть безразмерных индексов формы отоли-
тов: отношение длины к ширине (Ar – aspect ratio),
циркулярность (Cr – circularity), прямоугольность
(Rc – rectangularity), округлость (Rd – roundness),
фактор формы (Ff – form factor) и эллиптичность
(El – ellipticity) (табл. 2).

Контуры отолитов анализировали с помощью
пакета SHAPE ver. 1.3 (Iwata, Ukai, 2002). Изобра-
жения отолитов из одной выборки в графическом
редакторе Photoshop собирали в два файла, соот-
ветственно для левых и правых отолитов. Изобра-
жения размещали вертикально одно под другим.
Для сравнения отолитов в программе SHAPE не-
обходимо, чтобы все отолиты были одинаково
ориентированы, поэтому изображения правых
отолитов переворачивали в горизонтальной плос-
кости так, чтобы ростумы левых и правых отоли-
тов были направлены в одну сторону. Изображе-
ния преобразовывали в формат BMP (24-bit). Де-
тально принцип работы в пакете SHAPE и
возможность его использования при сравнитель-
ном анализе формы отолитов рыб описаны ранее
(см.: Афанасьев и др., 2017). Эта программа поз-
воляет представить замкнутый контур отолита в
виде четырех коэффициентов Фурье для заданно-
го числа гармоник. Чем больше число гармоник,
тем точнее описывается контур отолита (Павлов,
2018). Для отолитов черноморской ставриды в
программе Chc2Nef выбрали 20 гармоник. С по-
мощью подпрограммы PrinComp были получены

значения главных компонент для каждой рыбы и
реконструированные контуры.

Одномерные и многомерные статистические
анализы выполняли в программе PAST 4.03
(Hammer et al., 2001). Анализ нормальности рас-
пределения отдельных морфометрических пара-
метров отолитов проводили с помощью теста
Шапиро–Уилка. Для сравнения абсолютных па-
раметров левого и правого отолитов, а также ото-
литов самцов и самок использовали парный тест
Стьюдента. Для оценки значимости различий
между выборками по индексам формы отолитов
применяли непараметрический многомерный
дисперсионный анализ (one-way PERMANOVA).
Классификацию рыб по форме отолитов прово-
дили с помощью линейного дискриминантного
анализа (LDA). При этом корректность класси-
фикации оценивали по методу складного ножа
(джекнайф – jackknife).

Таблица 1. Места и даты отлова черноморской ставриды Trachurus mediterraneus; размер рыб и количество отоли-
тов, взятых для анализа

*Над чертой – диапазон, под чертой – среднее значение.

Выборка Место сбора (бухта) Дата *Длина рыбы, см
Число отолитов

левый правый

B1 Балаклавская 09.11.2017 23 25

B2 Балаклавская 21.02.2018 77 74

A1 Александровская 13.04.2018 61 62

A2 Александровская 17.04.2018 43 39

O1 Омега 23.03.2018 64 58

O2 Омега 26.03.2018 47 48

S1 Стрелецкая 06.04.2018 34 36

S2 Стрелецкая 22.04.2018 58 58

S3 Стрелецкая 30.05.2018 45 44

13.0–17.6
15.1

13.9–18.1
15.8

11.7–18.0
14.7

11.8–18.5
13.7

12.9–16.6
14.6

2.8–16.5
14.8

13.2–16.8
14.9

11.3–20.2
13.2

12.2–21.3
14.6

Таблица 2. Формулы расчета индексов формы отолитов

Примечание. Параметры отолита: OL – длина, OW – шири-
на, P – периметр, A – площадь.

Индекс формы Формула расчета индекса
Длина к ширине (Ar) Ar = OL/OW
Циркулярность (Cr) Cr = P2/A
Прямоугольность (Rc) Rc = A/(OL × OW)
Округлость (Rd) Rd = 4A/π OL2

Фактор формы (Ff) Ff = 4πA/P2

Эллиптичность (El) El = (OL – OW)/(OL + OW)
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Распределения по частоте морфометрических
параметров (длина, ширина, периметр, площадь)
для правого и левого отолитов черноморской ста-
вриды из всех бухт не отличались от нормального
согласно критерию Шапиро–Уилка (p < 0.05).
Размеры правого и левого отолитов значимо не
различались, и значения р в критерии Стьюдента
во всех случаях были больше 0.05 (табл. 3). Не
найдено также значимых различий между абсо-
лютными параметрами отолитов самцов и самок.
Поэтому в дальнейших анализах данные по ото-
литам самцов и самок были объединены, а для
сравнения использовали только левые отолиты
рыб. Считается, что данные по двум парным ото-
литам избыточны, так как это ведет к искусствен-
ному увеличению степени дискриминации между
группировками (Павлов, 2018).

Сравнение индексов формы отолитов в девяти
выборках показало значимые различия между
выборками из Балаклавской (B1, B2) и Стрелец-
кой (S1, S2, S3) бухт по всем шести индексам, за
исключением выборки B1 по индексу округлости
(Rd). Так, средняя величина индекса Ar у ставри-
ды из Балаклавской бухты составляла 1.86–1.88,
из Стрелецкой бухты – 1.80–1.82; Cr – 18.85–18.91
против 18.27–18.50; Rc – 0.69–0.71 и 0.67–0.68;
Ff – 0.67 и 0.68–0.69; El – 0.30–0.31 и 0.28–0.29.
У ставриды из бухт Александровская и Омега эти
индексы имели промежуточные значения.

Однако данные различия могли быть связаны
не с особенностями формы отолитов ставриды в
том или ином районе, а с разным размером рыб в
исследованных выборках. Чтобы определить
связь индексов отолитов с длиной рыбы, были
построены линии регрессии и рассчитаны пара-
метры соответствующих уравнений (рис. 2). В од-
них случаях (Ar, Cr, El) наблюдалось положитель-
ное аллометрическое увеличение индексов по ме-
ре увеличения длины рыбы, в других случаях (Re,
Rd, Ff) отмечена отрицательная аллометрия. Зна-
чимая регрессия между величинами индексов
отолитов и длиной рыбы (p < 0.001, R2 > 0.09) на-
блюдалась в пяти случаях (Ar, Cr, Rd, Ff, El), и
только между индексом прямоугольности (Rc) и
TL эта регрессия не была значимой (R2 = 0.0002).
Поэтому для корректного сравнительного анали-
за индексов отолитов в разных выборках необхо-

димо было удалить их зависимость от длины тела
и пересчитать данные по индексам на длину
условной среднеразмерной рыбы из всех выбо-
рок. Для этого к размерам отолитов (OL, OW, P, A)
в программе PAST применили команды Transform →
→ Remove size from distances → Allometric vs. stan-
dard. Таким образом в соответствии с уравнением
Эллиотта с соавторами (Elliott et al., 1995) все дан-
ные были приведены к единой длине рыбы 14.67 см.
Затем все индексы формы отолитов пересчитали
и построили графики их средних величин с дове-
рительными интервалами для разных выборок
(рис. 2). В результате различия между выборками
оказались менее выраженными, чем по нетранс-
формированным данным, но наибольшее разли-
чие по-прежнему наблюдалось между индексами
формы отолитов ставриды из Балаклавской бухты
и б. Стрелецкая (табл. 4).

Многомерный дисперсионный анализ (PER-
MANOVA), использованный для оценки разли-
чий между выборками по индексам формы ото-
литов, показал, что значимо от всех других выбо-
рок отличались только выборки S1 и S3 из
б. Стрелецкая (рис. 3). Выборки из Балаклавской
бухты по шести индексам формы отолитов в це-
лом не отличались от выборок из бухт Алексан-
дровская и Омега, хотя на рис. 3 хорошо заметны
отличия выборки B1 по индексам Rc и Rd. Анализ
объединенных выборок рыб из Балаклавской
бухты (B1 и B2) и всех севастопольских бухт (A1,
A2, O1, O2, S1, S2, S3) не выявил значимых разли-
чий (p = 0.57) по индексам отолитов.

Согласно анализу контуров отолитов в про-
грамме SHAPE, получены величины главных
компонент, для визуализации которых построен
график распределения особей и центроидов вы-
борок в пространстве первых двух главных ком-
понент (рис. 4). Центроиды восьми выборок рас-
пределены очень близко друг к другу, выделяется
только выборка B1 из Балаклавской бухты. Эл-
липсы 95% интервалов центроидов девяти выбо-
рок на рисунке не показаны, так как они сильно
перекрываются.

Контуры отолитов ставриды реконструирова-
ны по результатам анализа коэффициентов Фу-
рье (рис. 5). Первая компонента (PC1) характери-
зовала вытянутость формы отолита, а вторая
(PC2) и третья (PC3) компоненты характеризова-
ли выраженность рострума и углубления между

Таблица 3. Сравнение морфометрических параметров левого и правого отолитов, а также отолитов самцов и
самок у черноморской ставриды Trachurus mediterraneus

Примечание.  – среднее значение; t – значение теста Стьюдента; p – уровень значимости.

Параметр
Левый Правый

t p
Cамцы Самки

t p

OL, мм 5.19 5.19 0.06 0.95 5.23 5.18 1.03 0.31
OW, мм 2.82 2.83 0.69 0.48 2.83 2.81 0.82 0.42
P, мм 13.61 13.63 0.26 0.79 13.73 13.52 1.65 0.10
A, мм 9.99 9.99 0.01 0.99 10.12 9.94 1.09 0.28

X X X X

X
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Рис. 2. Соотношение между индексами формы отолитов и длиной тела у черноморской ставриды Trachurus mediterrane-
us (обозначения индексов см. в табл. 2).
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Таблица 4. Значимость различий между индексами формы отолитов у черноморской ставриды Trachurus mediter-
raneus из разных выборок по критерию p в многомерном дисперсионном анализе

Примечание. Жирным шрифтом выделены значимые различия между выборками (p < 0.05). Обозначения выборок, как в табл. 1.

Выборка B1 B2 A1 A2 O1 O2 S1 S2 S3

B1 0.66 0.86 0.89 0.60 0.67 0.13 0.56 0.04
B2 0.66 0.47 0.47 0.20 0.95 0.12 0.91 0.02
A1 0.86 0.47 0.94 0.51 0.49 0.02 0.36 0.002
A2 0.89 0.47 0.94 0.62 0.47 0.02 0.34 0.004
O1 0.60 0.20 0.51 0.62 0.19 0.01 0.12 0.000
O2 0.67 0.95 0.49 0.47 0.19 0.09 0.88 0.013
S1 0.13 0.12 0.02 0.02 0.01 0.09 0.11 0.47
S2 0.56 0.91 0.36 0.34 0.12 0.88 0.11 0.02
S3 0.04 0.02 0.002 0.004 0.0004 0.01 0.47 0.02

рострумом и антирострумом. Заметных различий
в усредненных контурах отолитов у рыб из Бала-
клавской бухты и трёх севастопольских бухт не
отмечено. Различия в форме контуров при откло-

нении от средней, особенно по первой компонен-
те, вероятно, связаны с высокой вариабельностью
формы отолитов у ставриды, а также с разным ко-
личеством проанализированного материала.
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Рис. 3. Индексы формы левого отолита черноморской ставриды Trachurus mediterraneus из разных выборок (обозначе-
ния выборок см. в табл. 1, индексов формы отолитов – в табл. 2). На рисунке показаны средние значения индексов и
их 95% доверительные интервалы.
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Таблица 5. Классификационная матрица дискриминантного анализа выборок черноморской ставриды Tra-
churus mediterraneus по коэффициентам Фурье контуров отолитов

Примечание. Обозначения выборок, как в табл. 1.

Выборка B1 B2 A1 O1 O2 A2 S1 S2 S3 Всего
B1 15 0 1 2 0 1 0 4 0 23
B2 10 21 5 10 9 5 5 7 5 77
A1 11 8 11 3 11 7 3 7 0 61
O1 8 6 3 10 7 2 0 7 0 43
O2 10 13 6 12 15 3 0 5 0 64
A2 7 10 3 6 5 5 5 5 1 47
S1 7 6 3 8 3 1 1 4 1 34
S2 9 7 5 5 3 4 4 16 5 58
S3 13 5 4 7 4 3 1 7 1 45
Всего 90 76 41 63 57 31 19 62 13 452

Коэффициенты Фурье отолитов каждой ры-
бы далее использовали для дисперсионного
(PERMANOVA) и линейного дискриминантного

(LDA) анализов. При дисперсионном анализе
выделилась выборка B1 из Балаклавской бухты;
эта выборка достоверно отличалась от всех других
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Рис. 4. Распределение особей (точки) и центроидов выборок по контурам отолитов черноморской ставриды Trachurus
mediterraneus в пространстве первых двух главных компонент (РС 1 и РС 2) (обозначения выборок см. в табл. 1).
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Рис. 5. Реконструированные контуры отолитов чер-
номорской ставриды Trachurus mediterraneus, соответ-
ствующие первым трем главным компонентам
(РС 1–3). Mean – усредненный контур, ± 2SD – два
стандартных отклонения. 1 – Балаклавская бухта; 2 –
севастопольские бухты.
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Рис. 6. Гистограммы частот распределения формы
контуров отолитов черноморской ставриды Trachurus
mediterraneus при дискриминантом анализе. 1 – сева-
стопольские бухты; 2 – Балаклавская бухта.
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выборок (p < 0.001). Достоверные различия обна-
ружены также между выборкой S3 из б. Стрелец-
кая с выборками A2, B2 и O2, тогда как все
остальные выборки не различались между собой.

Пространственное распределение центроидов
выборок, построенных методом дискриминант-
ного анализа, незначительно отличалось от тако-
вого при использовании метода главных компо-
нент. Корректность классификации выборок
оказалась наиболее высокой для выборки B1
(65.2%) и составляла не более 29% для других
восьми выборок (табл. 5). В целом корректность

классификации девяти выборок методом джек-
найф не превышала 12.0%.

При объединении всех выборок из севасто-
польских бухт (A1, A2, O1, O2, S1, S2, S3) и при
сравнении их с объединенной выборкой из Бала-
клавской бухты (B1, B2) дискриминантный анализ
не показал различий между данными выборками,
а гистограммы их частотного распределения бы-
ли приблизительно одинаковыми (рис. 6). Кор-
ректность классификации “севастопольских” и
“балаклавских” выборок методом джекнайф со-
ставила 55.9%.

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты исследования показали, что сред-
ние размеры черноморской ставриды в Балаклав-
ской бухте немного больше, чем в севастопольских
бухтах, что согласуется с данными, полученными



174

БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 47  № 3  2021

ЧЕСАЛИН

для этих акваторий в 2014–2017 гг. (Кузьминова
и др., 2018), когда авторы, указывая на различия
средних величин отношения длины отолита к его
ширине, не учитывали её зависимость от длины
тела рыбы.

Два методических подхода – использование ин-
дексов формы отолитов и анализ контуров отолитов
по коэффициентам Фурье − показали несколько
разные результаты дифференциации отдельных
выборок. Так, по результатам дисперсионного ана-
лиза при использовании шести индексов формы
отолитов от всех других выборок достоверно отли-
чались только две выборки (S1, S3) из б. Стрелец-
кая. При сравнении же формы контуров отолитов
в девяти выборках с помощью методов главных
компонент, дисперсионного и дискриминантного
анализа достоверно от всех других выборок выде-
лилась лишь выборка B1 из Балаклавской бухты.

В целом оба подхода не выявили значимых
различий между двумя объединенными выборками
из севастопольских бухт и Балаклавской бухты.
Таким образом, исследование формы отолитов
свидетельствует об относительной однородности
стад ставриды в севастопольских бухтах и Бала-
клавской бухте. Возможно, в этих районах суще-
ствуют локальные группировки ставриды, кото-
рые различаются по размерно-возрастному и по-
ловому составу, ряду морфологических и других
характеристик, однако степень их изоляции и
устойчивости недостаточна, чтобы выделять дан-
ные группировки в отдельные популяции и еди-
ницы запаса.
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Otolith Shape Analysis of the Mediterranean Horse Mackerel, Trachurus mediterraneus 
(Steindachner, 1868) (Perciformes: Carangidae) from the Coastal Waters

of Sevastopol and Balaklava (the Black Sea)

M. V. Chesalin
A.O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences,

Sevastopol 299011, Russia

Otolith shape analysis was conducted with the use of two methods in nine samples of the Mediterranean
horse mackerel Trachurus mediterraneus (Steindachner, 1868) caught in Sevastopol and Balaklava bays in
2017–2018. The first method was based on the otolith morphometric measurements: length, width, perimeter, and
area which were adjusted to the average fish length from all studied samples and the six otolith shape indices were
obtained for the analysis: aspect ratio, circularity, rectangularity, roundness, form factor, and ellipticity. The second
approach used coefficients of the elliptical Fourier analysis of otolith contours. No significant differences were
found between left and right otoliths as well as between otoliths of males and females. The results of discrimination
between the samples were different for these two methods, but in general, otoliths of the horse mackerel from all
studied bays did not differ significantly in both shape indices and Fourier coefficients.

Keywords: Trachurus mediterraneus, otolith, shape, indices, Fourier analysis, Black Sea
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Рассмотрена возможность использования для оценки загрязнения морской среды таких биомарке-
ров, как стабильность мембран лизосом, индекс генетического повреждения, активность каталазы
и глутатион-S-трансферазы, содержание малонового диальдегида и индекс кондиции. На основе
данных показателей рассчитан индекс, отражающий интегрированный ответ биомаркеров. Полу-
ченный индекс подтвердил известную степень загрязнения выбранных акваторий, которая возрас-
тает в ряду: зал. Восток < б. Козьмина < б. Золотой Рог.
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Стремительное увеличение антропогенного
пресса на прибрежные акватории определяет не-
обходимость активного внедрения в экологиче-
скую практику оперативных методов и подходов
оценки качества их состояния. Важной задачей
остается оценка биологических откликов (эф-
фектов) морских организмов на действие загряз-
нения. Ученые всего мира активно изучают воз-
можность интеграции индивидуальных реакций
биомаркеров в ответ на загрязнение для опреде-
ления степени нарушения биологических систем
и их количественной оценки (Dagnino et al., 2007;
Sanchez et al., 2013; Vieira et al., 2014; Benali et al.,
2015; González-Fernández et al., 2016; Lompré et al.,
2020). На основе математических и статистиче-
ских преобразований данных рассчитываются
индексы, объединяющие реакции биомаркеров
на всех уровнях биологической организации. Та-
ким образом, полученные индексы интегрируют
синергичные и кумулятивные эффекты разных
стрессоров, присутствующих в среде обитания,
что позволяет судить о состоянии здоровья иссле-
дуемых организмов.

В качестве эффективного неспецифического
биомаркера прямого или косвенного воздействия
загрязняющих веществ широко применяется ана-

лиз уровня повреждения ДНК (ИГП – индекс
генетического повреждения) (Mitchelmore, Chip-
man, 1998; Frenzilli et al., 2001; Regoli et al., 2004;
Al-Fanharawi et al., 2018).

В лабораторных исследованиях и программах
биомониторинга часто используют антиоксидант-
ные ферменты каталазу (КАТ) и глутатион-S-транс-
феразу (ГSТ) как биомаркеры окислительного стрес-
са (Damiens et al., 2007; Maria, Bebianno, 2011; Benali
et al., 2015). Функция КАТ состоит в разрушении об-
разующегося в организме при окислительных
процессах токсичного пероксида водорода (Halli-
well, Gutteridge, 2007), который является основ-
ным клеточным предшественником высокореак-
тивного гидроксильного радикала (HO•–). Удаление
Н2О2 ферментом КАТ – это важный механизм за-
щиты морских организмов от окислительного
стресса (Storey, 1996). Глутатион-S-трансфераза
принимает участие в детоксикации полихлориро-
ванных бифенилов, полициклических аромати-
ческих углеводородов, хлорорганических и фос-
форорганических пестицидов в результате их
конъюгации с глутатионом (Hayes et al., 2005;
Blanchette et al., 2007), а также связывает тяжелые
металлы, снижая их токсичность для организмов
(She et al., 2003; Yoshinaga et al., 2007).

УДК 574.2
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Накопление продуктов перекисного окисле-
ния липидов (малонового диальдегида – МДА)
служит биомаркером окислительного стресса у
водных организмов, для которых характерно вы-
сокое содержание в липидах полиненасыщенных
жирных кислот (Chelomin, Belcheva, 1991; Lush-
chak, 2011).

Использование показателя стабильности мем-
бран лизосом (СМЛ) в качестве биомаркера об-
щего стресса рекомендовано в рамках европей-
ских региональных программ биомониторинга
загрязнения (Vethaak et al., 2017). Это один из
ключевых биомаркеров комплексной оценки
воздействия загрязняющих веществ, предлагае-
мой для стран Евросоюза (Martinez-Gomez et al.,
2015).

На уровне организма/популяции общую ток-
сичность среды обитания оценивают с помощью
индекса кондиции (ИК) (Benali et al., 2015), поз-
воляющего получить информацию о физиологи-
ческом состоянии организма и об условиях роста.
Данный показатель совместно с биомаркерами на
молекулярно-клеточном уровне обеспечивает це-
лостный и интегративный подход к изучению
биологических эффектов.

Двустворчатый моллюск Mytilus trossulus
(Gould, 1850), ведущий прикрепленный образ
жизни, активно фильтрует воду и аккумулирует
различные загрязняющие вещества, поэтому его
часто используют в качестве тест-объекта для
биомониторинга загрязнения морской среды
(Bendell-Young et al., 2004; Pempkowiak et al., 2006;
Lehtonen et al., 2016). В зал. Петра Великого
M. trossulus доминирует в сообществах обрастания
большинства гидротехнических сооружений
(Звягинцев, 2005).

Цель настоящей работы – оценить соответ-
ствие реакции выбранного набора биомаркеров
степени загрязнения окружающей среды и рас-
считать интегрированный ответ биомаркеров, от-
ражающий как состояние здоровья мидий, так и
качество морской среды, в которой они обитают.
Для этого на примере мидии M. trossulus на кле-
точном уровне организации исследованы СМЛ,
уровень повреждения ДНК (ИГП), активность
КАТ и ГSТ, содержание малонового диальдегида
(МДА), а на уровне организма – индекс конди-
ции (ИК).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Характеристика мест сбора материала

Особей Mytilus trossulus примерно одинакового
размера собирали в посленерестовый период в
ноябре 2018 г. в относительно чистой акватории
зал. Восток (42°53′32″ N; 132°44′6″ Е) и в загряз-
ненных бухтах Козьмина (42°42′95″ N; 133°00′71″ Е)
и Золотой Рог (43°7′16″ N; 131°54′46″ Е) Японско-

го моря. Зал. Восток обычно рассматривают как
подверженную минимальному антропогенному
воздействию фоновую акваторию в пределах зал.
Петра Великого (Чернова, 2010; Сокольникова
и др., 2015). Здесь располагается Государствен-
ный природный комплексный морской заказник
“Залив Восток”. Однако в последнее время орга-
ническое загрязнение залива увеличивается, что
связано с рекреационной нагрузкой (Бойченко,
2009; Барышева и др., 2019). В б. Козьмина распо-
ложен крупный российский нефтепорт, через ко-
торый осуществляется экспорт топливно-энерге-
тических ресурсов в страны Азиатско-Тихооке-
анского региона; здесь находится пункт разбора
морских судов на металлолом, кроме этого при-
брежная акватория б. Козьмина испытывает ан-
тропогенное воздействие (пос. Козьмино). Бухта
Золотой Рог – самая грязная в зал. Петра Великого
(Качество морских вод…, 2018), в нее поступают
сточные воды г. Владивостока, негативное воз-
действие оказывают городские порты и судоре-
монтные заводы, маломерный и крупнотоннаж-
ный флот. На дне бухты образовался осадочный
“нефтебитумный” слой, толщина которого ме-
стами достигает 0.7–1.5 м (Качество морских
вод…, 2018). Воды б. Золотой Рог относят к
V классу качества (грязные), в то время как воды
б. Козьмина – к III классу (умеренно загрязнен-
ные) (Качество морских вод…, 2017, 2018, 2019).

Предварительная подготовка материала

Собранных мидий в течение двух дней аккли-
мировали к лабораторным условиям (аэрируемая
фильтрованная морская вода, 16°С), чтобы снять
стресс от транспортировки. Объектом исследова-
ния служила пищеварительная железа, которая
является центром регуляции метаболизма, а так-
же участвует в механизмах иммунной защиты и
поддержания гомеостаза внутренней среды, в
процессах детоксикации, аккумуляции и элими-
нации ксенобиотиков (Vasanthi et al., 2017). Для
определения СМЛ использовали по 10 мидий из
каждой акватории; для определения активности
ГSТ и КАТ, ИК, а также содержания МДА – по
25 особей и для определения ИГП – по 5 особей.
Для биохимического анализа реакции ГSТ, КАТ
и МДА пищеварительную железу от пяти мидий
объединяли в одну пробу (всего 5 проб для каж-
дой выборки) и быстро замораживали при темпе-
ратуре –80°C.

Стабильность мембран лизосом

Для оценки СМЛ применяли цитохимический
метод, основанный на захвате лизосомами краси-
теля нейтрального красного, время удерживания
которого отражает степень повреждения мембран
(Martinez-Gómez et al., 2015). Гемолимфу (0.1 мл)
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получали из переднего мускула-аддуктора каж-
дой мидии с помощью шприца для подкожных
инъекций объемом 1 мл (соотношение гемолим-
фы и фильтрованной морской воды в шприце со-
ставляло 1 : 1). После 15 мин инкубации клеток с
красителем при температуре 15°С препарат про-
сматривали под микроскопом Axiostar plus (уве-
личение ×400) сначала с интервалом 15 мин, а за-
тем с интервалом 30 мин (до 180 мин для здоровых
клеток). Время нахождения препарата под объек-
тивом микроскопа в каждом случае не превышало
1 мин. Полученные результаты выражали как по-
следнее время удерживания красителя у 50% кле-
ток препарата.

Индекс кондиции

ИК рассчитывали как отношение сырой массы
мягких тканей мидии (г) к общей массе тела (ра-
ковина + мягкие ткани + мантийная жидкость, г),
умноженное на 100 (Benali et al., 2015).

Индекс генетического повреждения

Для оценки уровня повреждения молекулы
ДНК использовали щелочной вариант метода
ДНК-комет, описанный ранее (Слободскова
и др., 2015). Цифровые изображения обрабатыва-
ли в компьютерной программе CaspLab (v. 1.2.2).
Для каждой кометы определяли долю ДНК в хво-
сте и на ее основе рассчитывали ИГП. При этом
выборку ДНК-комет, полученных из одного гель-
слайда (1 слайд = 1 особь; n = 5), разделили на
пять классов в зависимости от степени фрагмен-
тации клеточной ДНК: класс С0 – < 5% фрагмен-
тированной ДНК (повреждение отсутствует или
минимально); С1 – 5–20% (слабое повреждение);
С2 – 20–40% (среднее); С3 – 40–75% (высокое) и
С4 – > 75% (экстремальное повреждение) (Mitch-
elmore, Chipman, 1998). ИГП рассчитывали по
формуле (С1 + 2 × С2 + 3 × С3 + 4 × С4)/(С0 + С1 +
+ С2 + С3 + С4). В исследованных группах мидий
анализировали по 5 гель-слайдов, содержавших
не менее 50 ДНК-комет в каждом.

Биомаркеры окислительного стресса

Пищеварительную железу мидий гомогенизи-
ровали при температуре 4°С в 0.05 М фосфатном
буфере рН 7.4 (1 : 10, масса/объем), содержавшем
0.1 мМ фенилметансульфонилфторид (ингиби-
тор протеаз), 1% Тритон X-100 и 1 мМ этиленди-
аминтетрауксусную кислоту. Гомогенаты цен-
трифугировали в течение 30 мин при 15000 g и
температуре 4°С. В полученных супернатантах
определяли активность КАТ по скорости распада
перекиси водорода (Regoli, Principato, 1995) и
конъюгирующую активность ГST в реакции с

субстратом 1-хлор-2,4-динитробензолом (Habig,
Jakoby, 1981).

Содержание МДА определяли по цветной реак-
ции с 2-тиобарбитуровой кислотой (Buege, Aust,
1978).

Концентрацию белка определяли модифици-
рованным методом Лоури (Markwell et al., 1978).

Все измерения проводили на двухлучевом
спектрофотометре UV-2550 с термостатирован-
ной ячейкой (Shimadzu) при температуре 20°С.

Интегрированный ответ биомаркеров (ИОБ)
ИОБ рассчитывали по предложенному ранее

алгоритму (Sanchez et al., 2013). Этот подход си-
стематизации данных основан на принципе откло-
нения от эталона (т.е. от контрольных значений).
В качестве контрольных значений использовали
данные, полученные для мидий из зал. Восток,
который рассматривали как фоновую акваторию.

Статистический анализ
Статистическая обработка результатов выпол-

нена с помощью программы Statistica 7. При
оценке достоверности изменений биомаркеров
использовали непараметрический критерий
Манна–Уитни, p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Стабильность мембран лизосом

Согласно нашим данным, время удерживания
нейтрального красного лизосомами у мидий из
бухт Козьмина и Золотой Рог было соответствен-
но в 1.5 и 2 раза значимо меньше, чем у мидий из
зал. Восток (табл. 1, n = 10, p < 0.05).

Индекс генетического повреждения
Анализ отдельных классов ДНК-комет пока-

зал, что в пищеварительной железе мидий из
зал. Восток более 85% комет принадлежали к
классам С0 и С1 с неповрежденной или мало по-
врежденной ДНК (рис. 1). У мидий из бухт Козь-
мина и Золотой Рог доля ДНК-комет, принадле-
жавших к классам С0 и С1, была меньше, чем у
моллюсков из зал. Восток, соответственно на 5 и
20%, а доля комет, относившихся к классу с силь-
но поврежденной ДНК (С3), выше на 1.7 и 14.75%
соответственно (рис. 1). Кроме этого, у мидий из
бухт Козьмина и Золотой Рог были отмечены
ДНК-кометы с критическим уровнем поврежде-
ния ДНК (С4): 0.33 и 4.25% соответственно. Со-
гласно рассчитанным на основе этих данных ИГП
(табл. 1), исследуемые акватории располагаются
следующим образом: зал. Восток < б. Козьмина <
< б. Золотой Рог.
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Биомаркеры окислительного стресса

В пищеварительной железе мидий из б. Козь-
мина активность КАТ и ГSТ была соответственно
в 1.2 и 1.5 раза выше, чем у моллюсков из
зал. Восток; у мидий из б. Золотой Рог активность
КАТ отличалась незначительно, а активность
ГSТ также была в 1.5 раза выше, чем у мидий из
зал. Восток (табл. 1) (n = 5, p < 0.05).

Содержание МДА в пищеварительной железе
мидий из бухт Козьмина и Золотой Рог оказалось
соответственно в 1.2 и 1.3 раза ниже, чем у мидий
из зал. Восток (табл. 1) (n = 5, p < 0.05).

Индекс кондиции

Согласно полученным морфометрическим
данным (табл. 1, длина раковины), возраст иссле-
дованных мидий не превышал одного года. Ин-
декс кондиции у мидий из бухт Козьмина и Золо-
той Рог был значимо соответственно в 1.5 и 1.3 ра-
за меньше, чем у мидий из зал. Восток (табл. 1)
(n = 25, p < 0.05).

Интегрированный ответ биомаркеров

Рассчитанные значения ИОБ для мидий из
зал. Восток, бухт Козьмина и Золотой Рог соста-
вили соответственно 0, 6.53 и 9.14. Графическое
изображение полученных значений (рис. 2) на-
глядно отражает поведение отдельных биомарке-
ров и их отклонение от контроля. Область выше
ноля показывает индукцию биомаркеров, ниже
ноля – их ингибирование.

ОБСУЖДЕНИЕ

Стабильность мембран лизосом

Лизосомы – это органеллы, присутствующие
во всех эукариотических клетках; они выполняют
функцию изоляции и деградации отработавших и
поврежденных макромолекул, а также токсичных
для клетки веществ органической и неорганиче-
ской природы. Патологическое изменение це-
лостности мембран лизосом – важнейший био-
маркер токсического воздействия на клеточном
уровне (Dagnino et al., 2007; Martinez-Gómez et al.,

Таблица 1. Биологические показатели Mytilus trossulus из разных акваторий зал. Петра Великого Японского моря
(среднее значение ± стандартное отклонение)

Примечание. СМЛ – стабильность мембран лизосом, мин; ИГП – индекс генетического повреждения; КАТ – активность ка-
талазы, мкмоль/мин/мг белка; ГSТ – активность глутатион-S-трансферазы, нмоль/мин/мг белка; МДА – содержание мало-
нового диальдегида, нмоль/мг белка; ИК – индекс кондиции. *Достоверность различий относительно зал. Восток; критерий
Манна–Уитни, p < 0.05

Акватория Длина, мм
Биомаркер

СМЛ ИГП КАТ ГST МДА ИК

Зал. Восток 26.4–38.8 78.9 ± 17.9 0.64 ± 0.06 49.1 ± 5.5 161.7 ± 13.8 77.7 ± 9.5 50.5 ± 14.1
Б. Козьмина 26.3–38.9 51.8 ± 22.6* 0.79 ± 0.23 60.3 ± 5.2* 240.0 ± 29.0* 64.2 ± 6.0* 33.3 ± 9.6*
Б. Золотой Рог 23.4–32.2 40.5 ± 23.4* 1.16* ± 0.23 56.0 ± 6.7 236.8 ± 16.9* 58.3 ± 4.5* 38.8 ± 5.9*

Рис. 1. Распределение ДНК-комет по классам в пи-
щеварительной железе мидии Mytilus trossulus из раз-
ных акваторий (класс С0 – меньше 5% фрагментиро-
ванной ДНК; класс С1 – 5–20%; С2 – 20–40%; С3 –
40–75%; С4 – больше 75%). ИГП – индекс генетиче-
ского повреждения.
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Рис. 2. Графическое представление интегрированно-
го ответа биомаркеров в пищеварительной железе
мидии Mytilus trossulus из разных акваторий. Обозна-
чения биомаркеров, как в табл. 1.
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2015). Известно, что дестабилизация мембран ли-
зосом происходит в ответ на действие органиче-
ских загрязнителей и тяжелых металлов (Lowe
et al., 1995; Regoli et al., 1998; Moore, 2004). В ре-
зультате повреждения мембран лизосом высво-
бождаются гидролитические ферменты и накоп-
ленные токсические вещества, что приводит к не-
обратимым патологическим изменениям и
гибели клетки (Kurz et al., 2008).

В соответствии с методом определения СМЛ
приняты следующие критерии оценки физиологи-
ческого состояния организмов: СМЛ ≥ 120 мин –
здоровые организмы; 120 мин > СМЛ ≥ 50 мин –
находящиеся в состоянии компенсаторной адап-
тации; СМЛ < 50 мин – находящиеся в состоянии
патологии (Martinez-Gómez et al., 2015).

Согласно этим критериям оценки, мидии из б.
Золотой Рог испытывают высокий уровень стресса
(патологическое состояние), а мидии из б. Козь-
мина и зал. Восток подвержены умеренному
стрессу и находятся в состоянии компенсаторной
адаптации.

Индекс генетического повреждения
Результаты оценки уровня повреждения моле-

кулы ДНК показали, что в пищеварительной же-
лезе мидий из бухт Козьмина и Золотой Рог присут-
ствовали ДНК-кометы, относящиеся к классам С3
(высокое повреждение) и С4 (экстремально вы-
сокое). Это свидетельствует о нарушении способ-
ности регуляторных систем клетки репарировать
вызванные загрязнением повреждения ДНК
(Bjelland, Seeberg, 2003). Можно предположить,
что постепенное накопление повреждений в
структуре молекулы ДНК и несостоятельность
системы репарации, угнетенной действием ан-
тропогенного пресса, способны привести к воз-
никновению ошибок в структуре ДНК, к появле-
нию мутаций и гибели клеток у моллюсков, оби-
тающих в бухтах Козьмина и Золотой Рог.

Биомаркеры окислительного стресса
По сравнению с мидиями из фонового зал. Во-

сток, у мидий из загрязненных акваторий наблюда-
лась более высокая активность антиоксидантных
ферментов. Такая реакция предполагает некото-
рые адаптивные и компенсаторные механизмы,
действующие при хроническом загрязнении, и
ранее была показана для Mytilus galloprovincialis,
Perna perna, Mytella guyanensis и Crenomytilus
grayanus (Bainy et al., 2000; Nasci et al., 2002; Torres
et al., 2002; Бельчева и др., 2013; Benali et al., 2015).

Известно, что ответ фермента на действие ток-
сических веществ демонстрирует тренд колоко-
лообразной формы: сначала увеличение активно-
сти за счет активации синтеза, а затем ее умень-
шение из-за усиления катаболизма и/или

прямого ингибиторного действия токсических
веществ на молекулу фермента (Regoli, Principato,
1995; Frenzilli et al., 2004; Dagnino et al., 2007). В
нашем случае активация ГSТ и КАТ у мидий из
загрязненных акваторий, возможно, связана с
формированием устойчивости к стрессовым
условиям обитания.

Анализ содержания МДА в пищеварительной
железе мидий показал, что его количество ниже у
животных из загрязненных акваторий. На фоне
увеличенной активности ГSТ и КАТ это также
может отражать адаптацию к хроническому воз-
действию загрязняющих веществ. Аналогичные
результаты были получены для M. galloprovincialis
и C. grayanus, у которых в загрязненных акватори-
ях активность антиоксидантных ферментов в пи-
щеварительной железе и жабрах увеличилась, а
содержание МДА не изменилось (Box et al., 2007;
Бельчева и др., 2013).

Возможно, такая защитная реакция компо-
нентов антиоксидантной системы характерна для
представителей семейства Mytilidae и свидетель-
ствует об их лучшей приспособленности к суще-
ствованию в условиях загрязнения окружающей
среды. Известно, что у менее устойчивого к за-
грязнению японского гребешка Chlamys farreri в
ответ на комплексное загрязнение среды обита-
ния может происходить как активация, так и ин-
гибирование антиоксидантных ферментов, а со-
держание продуктов перекисного окисления ли-
пидов в тканях увеличивается (Guo et al., 2017).

Индекс кондиции

Показатель “индекс кондиции” обычно ис-
пользуется в аквакультуре и экологическом мо-
ниторинге для оценки физиологического состоя-
ния мидий (Gagne et al., 2008; Benali et al., 2015).
Рост, размножение и выживание двустворчатых
моллюсков зависят от наличия достаточного за-
паса энергии в их организме. Воздействие загряз-
няющих веществ отрицательно сказывается на
росте организма из-за высоких затрат энергии на
процессы детоксикации вредных веществ (Nichol-
son, Lam, 2005). В связи с этим важность данного
показателя особенно для быстрорастущей и ко-
роткоживущей мидии M. trossulus необходимо от-
метить.

Как правило, индекс кондиции у аборигенных
и пересаженных в загрязненную акваторию ми-
дий ниже, чем у моллюсков из условно чистой во-
ды (Regoli et al., 1998; Guerlet et al., 2010). Однако
известны и обратные примеры, что можно объяс-
нить влиянием на ИК таких естественных факто-
ров среды, как температура, доступность пищи и
репродуктивный цикл (Box et al., 2007; Benali
et al., 2015).



БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 47  № 3  2021

ИНТЕГРИРОВАННЫЙ ОТВЕТ БИОМАРКЕРОВ 181

Согласно нашим данным, ИК у M. trossulus из
загрязненных бухт Козьмина и Золотой Рог был
значимо ниже, чем у моллюсков из фоновой ак-
ватории зал. Восток. Очевидно, это связано с ток-
сическим влиянием тяжелых металлов и других
загрязнителей на стабильность мембраны лизосом
органов пищеварительной системы моллюска, что
приводит к низкому усвоению питательных ве-
ществ (Nicholson, 1999). На примере митилиды
Perna viridis из загрязненной акватории показаны
цитопатологические изменения морфологии
жабр и пищеварительной железы, приводящие к
потере важных физиологических функций этих
органов (Vasanthi et al., 2017). Таким образом, ИК
связывает реакции биомаркеров клеточного, тка-
невого и организменного уровней биологической
организации и в определенной мере отражает на-
рушения физиологических функций, вызванных
загрязнением.

Интегрированный ответ биомаркеров
Все исследованные в данной работе биомарке-

ры показали ответ, который индуцирован или ин-
гибирован относительно значений фоновой аква-
тории. Пространственное расположение реакции
биомаркеров в виде диаграммы (рис. 2) позволи-
ло визуализировать их ответ и чувствительность.
Согласно результатам наших исследований, наи-
более чувствительными биомаркерами являются
стабильность мембран лизосом, индекс генетиче-
ского повреждения, активность ГSТ и индекс
кондиции.

Полученные значения ИОБ для зал. Восток,
бухт Козьмина и Золотой Рог составили соответ-
ственно 0, 6.53 и 9.14. Считается, что приближе-
ние ИОБ к значению 10 (существенное отклоне-
ние от нулевого значения) свидетельствует о
сильном загрязнении водной среды (Sanchez
et al., 2013). Следовательно, рассчитанный инте-
гральный показатель подтверждает известную сте-
пень загрязнения выбранных акваторий, возраста-
ющую в ряду зал. Восток < б. Козьмина < б. Золо-
той Рог.

Таким образом, предложенный подход объ-
единения реакции биомаркеров достаточно эф-
фективен для оценки качества водный среды и
ранжирования акваторий по степени загрязне-
ния. В дальнейшем в целях проведения масштаб-
ного мониторинга необходимо определить есте-
ственную вариативность базовых уровней чув-
ствительных биомаркеров у широкого ряда видов
гидробионтов из фоновых акваторий с различны-
ми гидрологическими характеристиками.
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The possibility of using a battery of biomarkers – the lysosomal membrane stability (LMS), the genetic da-
mage index (GDI), the activities of catalase (CAT) and glutathione-S-transferase (GSТ), the level of
malondialdehyde (MDA), and the condition index (CI) – was tested for the assessment of pollution in the
marine environment. These characters were used to calculate the index reflecting integrated biomarker re-
sponse (IBR). The obtained index confirmed the known degree of marine pollution that increases in a row
Vostok Bay < Kozmina Bay < Golden Horn Bay.
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Проведен генетический анализ широко распространенной в дальневосточных морях России га-
строподы морское блюдечко Lottia cf. borealis. На основе трех генетических маркеров (COI, 16S, 12S)
показано, что этот вид не обладает выраженной генетической структурой в исследованной части
ареала (южное побережье Приморского края, побережья о-ва Сахалин и южных Курильских остро-
вов). Филогенетический анализ показал, что Lottia cf. borealis является сестринским таксоном по от-
ношению к L. paradigitalis (Fritchman, 1960).
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Одна из наиболее древних групп ныне живу-
щих гастропод – морские блюдечки подкласса
Patellogastropoda (Lindberg, 1988; Harasewych,
McArthur, 2000; Nakano, Ozawa, 2007; Uribe et al.,
2019) широко распространены в Мировом океане
и обитают преимущественно на мелководье.
Морские блюдечки заселяют разные субстраты и
играют важную роль в морской экосистеме (Lind-
berg, 2008; Nakano et al., 2009; González-Wevar
et al., 2019). Пателлогастроподы широко исполь-
зуются как модельные организмы в эволюцион-
ных исследованиях (Giesel, 1970; Hockey et al.,
1987; Byers, 1989; Espoz, Castilla, 2000), при изуче-
нии экологии, эмбриологии, популяционной ге-
нетики и биогеографии (Abbott et al., 1968; Hodg-
son et al., 1996; Koufopanou et al., 1999).

Lottia Gray, 1833 (= Collisella Dall, 1871) – самый
крупный по числу видов род пателлогастропод, ко-
торый включает 66 валидных видов (http://www.ma-
rinespecies.org/), распространенных главным об-
разом в бореальных и субтропических широтах
Тихого океана. Первая ревизия видов рода Lottia
из дальневосточных морей России была проведе-
на Москалевым (1970). В таксономической реви-
зии комплекса видов “Collisella heroldi” Японии
(Sasaki, Okutani, 1994) были использованы при-
знаки раковины (прежде всего ее скульптуры),
радулы и челюстей, что было принято и при реви-
зии видов рода Lottia из дальневосточных морей
России (Чернышев, Чернова, 2004, 2005, 2007).

Однако у морских блюдечек многие признаки ра-
ковины (например, форма и окраска) крайне ва-
риабельны, а строение радулы не может быть ис-
пользовано для идентификации близких видов.
Вероятно, поэтому применение традиционных
морфологических подходов часто приводит к так-
сономическим ошибкам (Harasewych, McArthur,
2000; Nakano, Spencer, 2007; Johnson et al., 2008;
Nakano, Sasaki, 2011; Yu et al., 2014; Sharina et al.,
2016). Вместе с тем относительно простая по мор-
фологическим признакам анатомия морских
блюдечек может быть причиной переоценки фак-
тического разнообразия группы (Lindberg, 2008;
González-Wevar et al., 2019) или, наоборот, невоз-
можности разграничения криптических видов
(Simison, Lindberg, 2003; Crummett, Eernisse, 2007;
Nakano, Ozawa, 2007; Evans, Paulay, 2012; Nakaya-
ma et al., 2017).

В последние два десятилетия для выяснения
филогенетических отношений (Koufopanou et al.,
1999; Nakano, Ozawa, 2004, 2007; Goldstien et al.,
2006), идентификации видов (Hebert et al., 2003;
Yu et al., 2014), выявления криптических видов
(Simison, Lindberg, 1999, 2003; Nakano, Ozawa,
2005; Nakano, Spencer, 2007; Johnson et al., 2008;
Nakano et al., 2009), установления границ (Nieu-
kerken et al., 2012), а также для изучения популя-
ционной структуры видов активно используются
молекулярно-генетические методы. К тому же
молекулярные маркеры позволяют отличить
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межвидовые морфологические различия от высо-
кой внутривидовой изменчивости и фенотипиче-
ской пластичности (Simison, Lindberg, 1999; Ha-
rasewych, McArthur, 2000; Nakano, Sasaki, 2011;
Sharina et al., 2016; González-Wevar et al., 2019).

Однако, несмотря на широкое использование
молекулярных маркеров, в настоящее время от-
сутствуют данные, позволяющие оценить генети-
ческое разнообразие и определить границы видов
рода Lottia в дальневосточных морях России.
Цель нашего исследования – анализ генетиче-
ского разнообразия и родственных связей широ-
ко распространенного и вариабельного вида Lot-
tia cf. borealis с помощью молекулярных маркеров
мтДНК (COI, 16S, 12S). Выбор вида обусловлен
тем, что его таксономический статус до сих пор не
ясен. В литературе вид известен под названиями
Collisella radiata (Москалев, 1970; Голиков, Куса-
кин, 1978), Collisella borealis (см.: Lindberg, 1982),
Lottia borealis (см.: Lindberg, 1986), Lottia cf. borealis
(см.: Sasaki, 1999), Lottia paradigitalis (см.: Simison,
Lindberg, 2003) и Lottia persona (Чернышев, 2004;
Чернышев, Чернова, 2005, 2007). Установить
приоритетное название лишь с помощью морфо-
логических методов не представляется возмож-
ным.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Для изучения биоразнообразия морского блю-
дечка Lottia cf. borealis использовали 52 особи из
13 географических локаций Дальнего Востока
России (рис. 1, табл. 1). Раковины и ткани образ-
цов хранятся в Лаборатории генетики Нацио-
нального научного центра морской биологии
ДВО РАН. Препараты ДНК получены из фикси-
рованных 96% этанолом тканей головы и ноги
животных с использованием набора Genomic
DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific,
США).

При выборе молекулярных маркеров для дан-
ного исследования мы руководствовались следу-
ющим: во-первых, гены мтДНК эволюциониру-
ют быстрее, чем ядерные гены (Vawter, Brown,
1986; Corse et al., 2013), и это позволяет получить
деревья с наилучшим разрешением для оценки
филогенетических отношений на уровне рода;
во-вторых, в генном банке для видов рода Lottia
имеется сравнительный материал.

Для анализа использовали фрагменты генов
митохондриальной ДНК (мтДНК): субъединицы
I цитохромоксидазы с (COI), а также малой (12S)
и большой (16S) субъединиц рибосомальной
РНК (рРНК). Фрагменты генов амплифицирова-
ли, применяя пары праймеров HCO2198/COI30L
(COI) (Nakano, Ozawa, 2005), 16SarL/16SbrH (16S)
(Kappner, Bieler, 2006) и 12S97L/12Smb (12S)
(Koufopanou et al., 1999) при соответствующих

условиях полимеразной цепной реакции. После-
довательности секвенировали, используя набор
BrilliantDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Nimagen, Нидерланды), на генетическом анали-
заторе ABI Prism 3500 (Applied Biosystems, США)
согласно протоколу производителя. Последова-
тельности фрагментов гена морского блюдечка
Lottia cf. borealis депонировали в GenBank под но-
мерами: MT678937–MT678989 (COI), MT677798–
MT677849 (16S) и MT677751–MT677797 (12S)
(табл. 1).

Множественное выравнивание и анализ полу-
ченных нуклеотидных последовательностей ис-
следуемых фрагментов генов осуществляли в
программе MEGA7 (Kumar et al., 2016) по алго-
ритму CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Для
сравнения полученных данных в анализе исполь-
зовали все видовое разнообразие рода Lottia из базы
данных GenBank, NCBI (https://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/), доступное для исследуемых
маркеров. Генетическую дивергенцию оценивали
на основании значений внутригрупповых и меж-
групповых нескорректированных p-дистанций с
помощью пакета MEGA7. Оптимальную модель
нуклеотидного замещения подбирали в програм-
ме MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004), используя
информационный критерий Акаике (AIC). Для
визуализации разных филогрупп мтДНК по каж-
дому генетическому маркеру в программе popArt
1.7.2 (Leigh, Bryant, 2015) строили медианные сети
гаплотипов.

Байесовские филогенетические деревья (BI)
реконструировали в программе MrBayes 3.2.7a
(Ronquist et al., 2012) на базе высокопроизводи-
тельного сервера CIPRES (Miller et al., 2010) при
следующих параметрах: 30 млн. итераций, модель
нуклеотидного замещения SYM+G, отбор каждо-
го тысячного из генерированных деревьев, значе-
ние burnin 25%. В качестве внешней группы для
построений использовали последовательности
Notoacmea sturnus (Hombron, Jacquinot, 1841)
(AB353900) по COI и Notoacmea pileopsis (Quoy,
Gaimard, 1834) (AB238373, AB238262) по 16S и 12S
маркерам.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Длина последовательностей после выравнива-
ния и приведения к одной длине составила 500 пар
нуклеотидов (п.н.) для фрагмента гена COI,
286 п.н. для 16S рРНК и 228 п.н. для 12S рРНК.

На филогенетических деревьях, построенных
на основании трех маркеров, все последователь-
ности, принадлежащие одному виду, кластеризу-
ются вместе. Топологии деревьев, построенных с
использованием разных маркеров, в целом совпа-
дают. В качестве основного мы рассматриваем де-
рево, построенное на основании последователь-
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Рис. 1. Карта-схема мест сбора морского блюдечка Lottia cf. borealis в Охотском море (а) и на материковом побережье
Японского моря (б). Условные обозначения: 1 – юго-восточное побережье о-ва Сахалин (Soh); 2 – зал. Анива (An1);
3 – о-в Итуруп (It); 4 – мыс Глушевского, о-в Зеленый (KurGl); 5 – б. Горобец, о-в Шикотан (KurGor); 6 – б. Широкая,
о-в Юрий (KurSh); 7 – о-в Кунашир (KurVal); 8 – Амурский залив (Am2); 9, 10 – Уссурийский залив (T, Uss); 11 – о-в
Карамзина (Kar); 12 – зал. Восток (V); 13 – б. Киевка (K). В скобках указано название выборки.
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Таблица 1. Места сбора и номера доступа GenBank NCBI для особей L. cf. borealis, использованных в данном
анализе

Номер пробы Место сбора COI 16S 12S

17−15.1 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678937 MT677798 MT677751
17−15.2 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678938 MT677799 MT677752
16−15.1 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678939 MT677800 MT677753
16−15.3 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678940 MT677801 MT677754
16−15.4 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678941 MT677802 MT677755
16−15.5 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678942 MT677803 MT677756
17−15.3 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678943 MT677804 −
18−15 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678944 MT677805 MT677757
19−15 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678945 MT677806 MT677758
20−15 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678946 MT677807 −
16−15.2 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678947 MT677808 MT677759
17−15.4 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678948 MT677809 MT677760
17−15.5 Soh О-в Сахалин, Охотское море MT678949 MT677810 MT677761
Lottia An1 Мыс Юнона, зал. Анива, о-в Сахалин,

Охотское море
MT678950 MT677811 MT677762

25−28.01.12 It О-в Итуруп, Курильские острова,
Охотское море

MT678951 MT677812 MT677763

17 KurGl Мыс Глушевского, о-в Зеленый,
Курильские острова, Охотское море

MT678952 MT677813 MT677764

30 KurGor Б. Горобец, о-в Шикотан,
Курильские острова, Охотское море

MT678953 MT677814 MT677765

10 KurGor Б. Горобец, о-в Шикотан,
Курильские острова, Охотское море

MT678954 MT677815 MT677766

11 KurGor Б. Горобец, о-в Шикотан,
Курильские острова, Охотское море

MT678955 MT677816 MT677767

27 KurGor Б. Горобец, о-в Шикотан,
Курильские острова, Охотское море

MT678956 MT677817 MT677768

28 KurGor Б. Горобец, о-в Шикотан,
Курильские острова, Охотское море

MT678957 MT677818 MT677769

7 KurSh Б. Широкая, о-в Юрий,
Курильские острова, Охотское море

MT678958 MT677819 MT677770

23 KurVal О-в Кунашир, Курильские острова,
Охотское море

MT678959 MT677820 MT677771

31 KurVal О-в Кунашир, Курильские острова,
Охотское море

MT678960 MT677821 MT677772

24 KurVal О-в Кунашир, Курильские острова,
Охотское море

MT678961 MT677822 MT677773

II−17 Am2 Спортивная гавань, Амурский залив,
зал. Петра Великого, Японское море

MT678962 MT677823 MT677774

III−28 Am2 Спортивная гавань, Амурский залив,
зал. Петра Великого, Японское море

MT678963 MT677824 MT677775

II−18 Am2 Спортивная гавань, Амурский залив,
зал. Петра Великого, Японское море

MT678964 MT677825 MT677776

3−19 T Б. Сухопутная, Уссурийский залив,
зал. Петра Великого, Японское море

MT678965 MT677826 −
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ностей гена COI, поскольку количество последо-
вательностей, доступных для анализа в генном
банке для данного маркера, было наибольшим

(рис. 2). Практически все узлы филограммы раз-
решены, однако не во всех случаях имеются до-
статочно высокие поддержки ветвей (PP < 0.95).

2−19 T Б. Сухопутная, Уссурийский залив,
зал. Петра Великого, Японское море

MT678966 MT677827 −

3-XXII-09 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678967 MT677828 MT677777

22-17.1 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678968 MT677829 MT677778

II-23 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678969 MT677830 MT677779

2-XXII-09 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678970 MT677831 MT677780

6-XXII-09 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678971 MT677832 MT677781

III-25 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678972 MT677833 MT677782

4-XXII-09 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678973 MT677834 MT677783

III−26 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678974 MT677835 MT677784

V−12 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678975 MT677836 MT677785

22-17.2 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678976 MT677837 MT677786

24-28.01.12 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678977 MT677838 −

II-24 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678978 MT677839 MT677787

5-XXII-09 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678979 MT677840 MT677788

7-XXII-09 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678980 MT677841 MT677789

8-XXII-09 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678981 MT677842 MT677790

23-28.01.12 Uss Уссурийский залив, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678982 MT677843 MT677791

23-15.3 Kar Северо-восточная часть о-ва Карамзина MT678983 MT677844 MT677792
23-15.1 Kar О-в Карамзина, зал. Петра Великого,

Японское море
MT678984 MT677845 MT677793

23-15.5 Kar О-в Карамзина, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678985 MT677846 MT677794

23-15.2 Kar О-в Карамзина, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678986 MT677847 MT677795

21-28.01.12 V Зал. Восток, зал. Петра Великого,
Японское море

MT678987 MT677848 MT677796

443-09 K Б. Киевка, Японское море MT678988 MT677849 MT677797

Номер пробы Место сбора COI 16S 12S

Таблица 1.  Окончание
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Дерево, построенное на основании гена большой
субъединицы рРНК (16S), в целом имеет сходную
топологию, однако на нем присутствуют неразре-
шенные ветви. Филограмма, реконструирован-
ная на основании гена малой субъединицы рРНК
(12S), имеет большое количество неразрешенных
узлов и не может считаться достоверной. На всех
филогенетических деревьях последовательности
видов рода Notoacmea Iredale, 1915 занимают ба-
зальное положение по отношению к таковым
исследованных таксонов.

Клада Lottia cf. borealis включает все нуклео-
тидные последовательности, полученные нами, а
также две последовательности Lottia sp. (LC416608
и LC416607) с о-ва Хоккайдо (Япония) из базы
данных NCBI (поддержка клады PP = 1 по всем
маркерам). Сестринским таксоном для этой кла-
ды на филограмме COI является L. paradigitalis
(Fritchman, 1960) (PP = 0.9) (рис. 2). На фило-
грамме по данным маркеров 16S и 12S ветвь
L. paradigitalis не разрешена. Значения генетиче-
ских дистанций между этими видами соответ-
ствуют межвидовому уровню (табл. 2).

Наибольшее количество гаплотипов обнару-
жено при анализе данных гена COI. Из 18 гапло-
типов центральное положение занимает наиболее
часто встречающийся и широко распространен-
ный гаплотип H4. Гаплотип включает особей из
каждого крупного географического региона и
формирует звездообразную структуру из 12 гапло-
типов (18 особей), которые отличаются от цен-
трального гаплотипа всего одной заменой. Гапло-
типы H1, H2, H3 и H14 (6 особей) удалены на рас-
стояние двух нуклеотидных замен; они включают
по одному образцу из зал. Восток, с побережья о-
ва Карамзина и о-ва Итуруп и 3 особи из Уссу-
рийского залива. Наиболее удаленный гаплотип
H13 представлен одной особью из Уссурийского
залива и отличается от центрального гаплотипа
тремя нуклеотидными заменами (рис. 3). Наи-
большее количество (9) гаплотипов обнаружено в
выборках из Уссурийского залива, а также с побе-
режья о-ва Сахалин (4 гаплотипа) и Курильских
островов (3 гаплотипа).

При анализе генов рРНК выявлено значитель-
но меньшее количество гаплотипов. По гену 16S
рРНК обнаружено всего 7 гаплотипов, из кото-
рых гаплотип H1 является центральным (рис. 3).

Характерная звёздообразная структура образова-
на меньшим количеством гаплотипов, чем по
данным гена COI, при этом количество нуклео-
тидных замен относительно больше. Так, гапло-
тип H5 отличается от центрального гаплотипа
тремя нуклеотидными заменами и включает по две
особи с побережья Курильских островов и о-ва Са-
халин, в то время как гаплотип H4 (одна особь из
б. Киевка) удален на 4 нуклеотидные замены. Га-
плотип H3 (7 особей с побережья Курильских
островов и одна особь из б. Сухопутная) удален от
центрального гаплотипа на две замены. Осталь-
ные гаплотипы, объединяющие по одной особи
из Амурского залива (гаплотип H2), с побережья
о-ва Итуруп (H6) и о-ва Сахалин (H7), равноуда-
лены на одну нуклеотидную замену. Наибольшее
число гаплотипов характерно для выборок с по-
бережья Курильских островов.

Анализ медианных сетей по данным фрагмента
гена 12S выявил 11 гаплотипов. Все обнаружен-
ные гаплотипы, кроме центрального H2, включают
по одной особи Lottia persona. Наибольшее гене-
тическое разнообразие наблюдалось в выборках с
побережья Курильских островов (7 гаплотипов) и
из Уссурийского залива (4 гаплотипа). Для гапло-
типической сети по данному генетическому мар-
керу характерно также наличие альтернативных
связей.

ОБСУЖДЕНИЕ

Морские блюдечки из дальневосточных мо-
рей, которые в настоящей работе приводятся как
Lottia cf. borealis, в предыдущих работах называ-
лись Lottia borealis (см.: Lindberg, 1986; Гульбин,
2004), Lottia cf. borealis (см.: Sasaki, 1999), Lottia
paradigitalis (см.: Simison, Lindberg, 2003) и Lottia
persona (Чернышев, 2004; Чернышев, Чернова,
2005, 2007). Проведенный нами анализ показал
обособленность дальневосточных особей от Lottia
persona (Rathke, 1833) с тихоокеанского побере-
жья Северной Америки, штат Вашингтон, США
(AB238477) (Nakano, Ozawa, 2007) и Британская
Колумбия, Канада (MK091859, KX069642) (Cas-
telin et al., 2016). Следует отметить, что распро-
страненный у берегов Северной Америки вид, на-
зываемый Lottia (= Tectura) persona sensu Lindberg,
по раковине отличается от типового экземпляра

Таблица 2. Среднее генетическое расстояние (p) и стандартная ошибка (SE) внутри и между кладами филогене-
тических деревьев по данным последовательностей мтДНК

*Внутривидовые дистанции считали для всех особей L. paradigitalis, доступных в генном банке.

COI 16S 12S

L. cf. borealis – L. paradigitalis 0.173 ± 0.017 0.0631 ± 0.0136 −
L. cf. borealis 0.0018 ± 0.0005 0.0031 ± 0.0013 0.0071 ± 0.0035
L. paradigitalis* 0.00054 ± 0.00036 − −
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Рис. 2. Байесовское консенсусное филогенетическое дерево, построенное на основании нуклеотидных последова-
тельностей фрагмента гена COI, для видов рода Lottia. В узлах дерева указаны апостеорные вероятности. Последова-
тельности, полученные нами, выделены жирным шрифтом, данные из NCBI – курсивом. Названия локаций, как на
рис. 1.
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Acmaea persona Rathke, 1833, поэтому под назва-
нием “persona”, по-видимому, скрываются два
вида (Чернышев, 2004). По результатам анализа
Lottia cf. borealis и L. paradigitalis являются сест-
ринскими таксонами (рис. 2), дистанция между
которыми соответствует межвидовому уровню
(табл. 2). Образцы L. paradigitalis (KF643296 и
KF643300, NCBI), включенные в наш анализ, со-
браны вдоль тихоокеанского побережья США и
Канады (Simison, Lindberg, 2003; Kelly, Palumbi,
2010; Layton et al., 2014). По форме и окраске ра-
ковины особи с Дальнего Востока больше похожи
на вид Lottia borealis, описанный с побережья Але-
утских островов, поэтому Линдберг (Lindberg,
1982) считал их конспецифичными. Позже на ос-
нове сравнения фрагментов 16S вид L. borealis
был синонимизирован с L. paradigitalis (см.: Simi-
son, Lindberg, 2003). Однако авторы не привели
фотографии отсеквенированных образцов с Але-
утских островов, поэтому невозможно судить, на-
сколько эти особи соответствуют первоописанию
L. borealis. Какими бы не оказались раковины,
изученные данными авторами, очевидно, что для
синонимии L. paradigitalis и L. borealis необходи-
мы привлечение большего числа особей с Алеут-
ских островов и их генетический анализ на осно-
ве маркера COI. Очевидно, поэтому в WoRMS
L. borealis приведен как валидный вид
(http://www.marinespecies.org/). На данном ос-
новании до проведения более тщательного гене-
тического анализа морских блюдечек с Алеутских
островов, мы предлагаем называть особей из
дальневосточных морей как Lottia cf. borealis.

От других дальневосточных морских блюдечек
Lottia cf. borealis отличается скульптурой ракови-
ны, представленной очень тонкими широко рас-

ставленными и часто сдвоенными радиальными
ребрышками (рис. 4д) (Чернышев, Чернова,
2007). Однако у большинства собранных особей
скульптура раковины отсутствовала, и отнесение
их к Lottia cf. borealis основывалось на форме
сдвинутой в переднюю четверть слегка клюво-
видной вершины раковины, что не является на-
дежным признаком. При этом окраска раковины
сильно варьировала (рис. 4а–4г) и обычно состо-
яла из прерывистых радиальных полос или распо-
ложенных в шахматном порядке пятен белого, се-
рого или желтого цвета на темно-коричневом,
темно-сером или оливковом фоне; белые ради-
альные пятна часто раздваивались по краю рако-
вины, создавая многочисленные короткие радиаль-
ные параллельные линии вдоль устья раковины
(рис. 4а–4в); иногда наружная поверхность рако-
вины была почти однотонной: темно-серой, бу-
рой или почти черной (рис. 4г) с единичными
светлыми радиальными пятнышками. Многие
определения были под вопросом или значились
как Lottia sp. из-за сильно стертой поверхности
раковины (рис. 4б, 4г). Однако генетический ана-
лиз показал, что все изученные особи относятся к
одному виду. Это еще раз подтвердило, что окрас-
ка раковины у морских блюдечек – вариабельный
признак, зависящий от окраски субстрата, на ко-
тором питаются виды (Giesel, 1970; Hockey et al.,
1987; Byers, 1989; Lindberg, Pearse, 1990). Ракови-
на морских блюдечек просто устроена и чрезвы-
чайно изменчива; ее высота может варьировать,
например, при пересыхании места обитания мор-
ских блюдечек (Segal, 1956; Vermeij, 1973; Branch,
1975) или от турбулентности воды (Simpson,
1985). Морфология радулы зависит от диеты; у
неродственных видов со сходным питанием она
может приобретать черты значительного конвер-

Рис. 3. Медианная гаплотипическая сеть, полученная на основании анализа нуклеотидных последовательностей ге-
нов COI (а), 16S (б) и 12S (в) Lottia cf. borealis.
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гентного сходства (Steneck, 1982; Lindberg, Ver-
meij, 1985; Sasaki, Okutani, 1993). Из-за различий в
условиях обитания наблюдается значительная
внутривидовая изменчивость морфологических
признаков, что часто приводит к расхождению
результатов морфологических и молекулярно-ге-
нетических исследований (Nakano, Ozawa, 2005).

При анализе гаплотипических сетей внутри
клады Lottia cf. borealis по всем генетическим мар-
керам наблюдалась звездообразная структура с
выраженным центральным гаплотипом, который
имеет широкое распространение. Для остальных
гаплогрупп характерно снижение уровня генети-
ческой дифференциации вдоль дальневосточного
побережья России. Центральный гаплотип, веро-
ятно, является предковым, а остальные гаплоти-
пы дивергировали от него (Posada, Crandall, 2001).
Низкий уровень генетического разнообразия и
наличие широко распространенных доминант-
ных гаплотипов согласуются с гипотезой о недав-
нем расширении ареала (Slatkin, Hudson, 1991;
Rogers, Harpending, 1992) и высоком уровне ми-
грации (Marko, 2004; Hoffman et al., 2011). Подоб-
ное отсутствие генетической структуры отмечено
и у других морских организмов с непрямым раз-
витием, например, у Mytilus edulis Linnaeus, 1758
(см.: Toro et al., 2004) и у морского блюдечка Na-
cella magellanica (Gmelin, 1791) (см.: González-We-
var et al., 2012).

Генетический обмен внутри популяций и меж-
ду ними у большинства морских бентосных видов
происходит благодаря пелагической стадии ли-
чинки (Scheltema, 1971), а расстояние, на которое
могут распространиться личинки, зависит от гид-
рографических условий (Avise et al., 1986) и дли-
тельности личиночного развития (Nakano et al.,
2010). Лецитотрофная личинка Lottia cf. borealis
при температуре воды 20°С оседает на третьи сут-
ки после оплодотворения (Колбин, Куликова,
2011). Cтолько же времени находятся в планктоне
личинки Lottia goshimai Sasaki et Nakano, 2017
(Колбин, 2010: как Lottia kogamogai Sasaki & Oku-

tani, 1994) и Nipponacmea moskalevi Chernyshev et
Chernova, 2002 (см.: Колбин, Куликова, 2002), а у
Lottia versicolor (Moskalev in Golikov & Scarlato,
1967) личинки оседают на седьмые сутки (Кол-
бин, Куликова, 2002). При этом ареал у всех трех
видов значительно меньше, чем у вида Lottia cf.
borealis, который распространен от зал. Петра Ве-
ликого до Командорских островов. Следует отме-
тить, что при низкой температуре время развития
личинки может значительно увеличиваться (Wan-
ninger et al., 1999; Wanninger et al., 2000; Kay, Emlet,
2002; Nakano, Sasaki, 2011), и в популяциях Lottia
cf. borealis у о-ва Сахалин и Курильских островов
время пребывания личинок в планктоне может
быть более длительным.

По-видимому, Lottia cf. borealis относится к ви-
дам с низкой специфичностью к среде, населяя
средний и нижний горизонты литорали открытых
и полузакрытых побережий (Голиков, Кусакин,
1978; Чернышев, Чернова, 2005). Такие виды не
имеют строгой генетической дифференциации, а
протяженные участки, на которых отсутствуют
подходящие условия среды, могут стать барьером
для потока генов, даже несмотря на существова-
ние планктонной стадии, в течение которой ли-
чинки пателлогастропод способны преодолеть
расстояние в 100–200 км (Nakano, Sasaki, 2011).

Таким образом, можно заключить, что вид Lot-
tia cf. borealis широко распространен вдоль мате-
рикового побережья и островов Дальнего Востока
России, а также встречается в Японии у о-ва Хок-
кайдо (Sasaki, 1999). На исследованном ареале для
Lottia cf. borealis характерны относительно низкое
генетическое разнообразие и отсутствие внутри-
видовой подразделенности, что может свидетель-
ствовать о сравнительно недавней экспансии этого
вида и высоком уровне миграции.
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Рис. 4. Вариации окраски (а–г) и скульптура раковины (д) Lottia cf. borealis. Масштаб: а–г – 2 мм, д – 0.1 мм.
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The limpet Lottia cf. borealis, a widely distributed gastropod species in the Far Eastern Seas of Russia, has
been subjected to genetic analysis. Three genetic markers (COI, 16S, and 12S) have shown no evidence of a
distinct genetic structure of this species within the studied part of its range (the southern coast of Primorsky
Krai and coasts of Sakhalin Island and the southern Kuril Islands). A phylogenetic analysis has revealed that
Lottia cf. borealis is a sister taxon to L. paradigitalis (Fritchman, 1960).

Keywords: Sea of Japan, Sea of Okhotsk, population, 16S, 12S, COI



БИОЛОГИЯ МОРЯ, 2021, том 47, № 3, с. 196–201

196

УЛЬТРАСТРУКТУРА И АВТОТРОФНАЯ ФУНКЦИЯ КЛЕТОК 
РАФИДОФИТОВОЙ МИКРОВОДОРОСЛИ HETEROSIGMA AKASHIWO

(Y. HADA) Y. HADA EX Y. HARA AND M. CHIHARA, 1987
В ЗАГРЯЗНЕННОЙ МЕДЬЮ СРЕДЕ

© 2021 г.   Ж. В. Маркина*

Национальный научный центр морской биологии им. А.В. Жирмунского (ННЦМБ) ДВО РАН,
Владивосток 690041, Россия

*e-mail: zhannav@mail.ru
Поступила в редакцию 14.11.2019 г.

После доработки 19.03.2020 г.
Принята к публикации 20.01.2021 г.

Изучено действие меди в концентрациях 10, 25 и 50 мкг/л на рост популяции, физиологическое со-
стояние и ультраструктуру микроводоросли Heterosigma akashiwo (Raphidophyceae). Показано, что
медь в большей степени влияет на мембранный потенциал митохондрий, чем на флуоресценцию
хлорофилла а. Содержание нейтральных липидов в течение опыта в экспериментальных клетках
было ниже, чем в контроле. Отмечено, что морфология органелл водоросли не изменялась ни при
одной из выбранных концентраций меди, однако при содержании меди 25 и 50 мкг/л в клетках во-
доросли увеличивалось количество вакуолей.

Ключевые слова: Heterosigma akashiwo, загрязнение, медь, митохондрии, флуоресценция хлорофилла а,
нейтральные липиды, ультраструктура
DOI: 10.31857/S0134347521030074

В последние десятилетия в разных акваториях
Мирового океана все чаще отмечают случаи ток-
сичного “цветения”, вызываемого рафидофито-
вой водорослью Heterosigma akashiwo (Heisler et al.,
2008; Kempton et al., 2008; Shikata et al., 2008;
Dursun et al., 2016). Накапливаясь, токсины при-
водят к массовой гибели рыб и беспозвоночных
(Yu et al., 2010; Mohamed, Al-Shehri, 2012). В связи
с этим актуальны исследования, направленные
на поиск факторов, которые вызывают массовое
размножение данного вида водорослей. На шести
клонах H. akashiwo разного географического про-
исхождения показано, что соленость и темпера-
тура – это абиотические факторы, детерминиру-
ющие “цветение” водорослей (Martínez et al.,
2010). Однако чаще это явление объясняют воз-
растающим загрязнением окружающей среды.
Так, увеличение концентрации нитратов или со-
единений аммония вызывает “цветение” проду-
цирующей токсины диатомеи Pseudo-nitzschia
pungens, фосфатов – синезеленых водорослей и ди-
нофлагеллят, а кремния – диатомовых водорослей
(Heisler et al., 2008). Для H. akashiwo известно, что
ее “цветение” обусловлено одновременным уве-
личением содержания фосфатов и нитратов (Shi-
kata et al., 2008; Dursun et al., 2016).

Среди огромного количества загрязняющих
веществ одним из самых изучаемых на протяже-
нии долгого времени остается медь. Это связано с
высоким объемом поступления меди в среду: до
90 тыс. т в год (Miazek et al., 2015). В морях России
максимальные концентрации меди обнаружены в
районах морских портов в Японском море (99 мкг/л),
а также в Охотском и Черном морях (50 мкг/л)
(Качество…, 2017).

Действие меди на микроводоросли подробно
описано в нескольких обзорах (Yruela, 2005;
Nagajyoti et al., 2010; Hossain et al., 2012; Miazek
et al., 2015). Оценена динамика численности по-
пуляции водорослей под воздействием Cu, пока-
зано влияние этого металла на фотосинтетиче-
ский аппарат – основной поставщик энергии для
растения (Toncheva-Panova et al., 2006; Perales-Ve-
la et al., 2007; Титов и др., 2011; Sibi et al., 2014;
Hamed et al., 2017; Wang et al., 2017). Изменению
состояния митохондрий, вызванного присут-
ствием этого элемента, уделено гораздо меньше
внимания (Cid et al., 1996). Интенсивное произ-
водство микроводорослями нейтральных липи-
дов – одно из последствий стресса, причиной ко-
торого является действие тяжелых металлов.
Продуцирование липидов и включение их в мета-
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болические пути тесно связаны с фотосинтезом,
дыханием и другими физиологическими процес-
сами (Соловченко, 2012; Pyc et al., 2017).

В практике исследования влияния факторов
среды на одноклеточные водоросли все чаще ис-
пользуется проточная цитометрия. Этот метод
позволяет определить численность клеток и их
размерную структуру, а также оценить физиоло-
гическое состояние микроводорослей (Hyka et al.,
2013). Работы, описывающие ультраструктурные
изменения водорослей при воздействии меди,
малочисленны, что можно объяснить трудоемко-
стью данного метода (Chen et al., 2016).

Влияние меди на живые организмы оценива-
ют, как правило, в летальных и сублетальных
концентрациях (от 100 мкг/л), что позволяет вы-
явить механизмы действия металла. Однако по-
лученные данные сложно интерпретировать для
природных условий. В связи с этим в настоящей
работе изучено действие меди в концентрациях
10, 25 и 50 мкг/л на динамику численности, флу-
оресценцию хлорофилла а, мембранный потен-
циал митохондрий, содержание нейтральных ли-
пидов и ультраструктуру микроводоросли
H. akashiwo (Raphidophyceae).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Объектом исследования служила культура од-

ноклеточной водоросли Heterosigma akashiwo
MBRU_HAK-SR11 (Y. Hada) Y. Hada ex Y. Hara
and M. Chihara 1987 (Raphidophyceae), которая
была выделена из воды, отобранной в б. Золотой
Рог (Японское море). Водоросль выращивали на
среде f, приготовленной на основе фильтрован-
ной и стерилизованной морской воды солено-
стью 32‰, в 250-миллилитровых колбах Эрлен-
мейера с объемом культуральной среды 100 мл
при температуре 18°С, интенсивности освещения
70 мкмоль/м2/с в области видимого света и при
свето-темновом периоде 14 ч свет : 10 ч темнота
(Орлова и др., 2011). В качестве инокулята ис-
пользовали культуру на экспоненциальной стадии
роста. Начальная концентрация клеток микрово-
доросли во всех опытах составляла 2 × 104 кл/мл;
продолжительность экспериментов − 7 сут. Про-
бы для проточно-цитометрического анализа от-
бирали через 3 и 7 сут опыта, для ультраструктур-
ного анализа – через 7 сут. Медь добавляли в виде
CuSO4 · 5H2O; концентрации (10, 25 и 50 мкг/л)
указаны в пересчете на ионы меди.

Показатели измеряли на проточном цитомет-
ре CytoFLEX (Beckman Coulter, США). Для ана-
лиза записано 10 тыс. событий (регистрируемых в
пробе частиц) в течение каждого измерения. Вы-
бор клеток водорослей из общего числа событий,
регистрируемых цитометром, проводили по флу-
оресценции хлорофилла а (Hyka et al., 2013).

Интенсивность флуоресценции хлорофилла а
регистрировали на длине волны 690 нм, длина
волны возбуждения составляла 488 нм (Hyka et al.,
2013). Для определения мембранного потенциала
митохондрий использовали флуоресцентный
краситель DiOC6(3) (318426-250MG, Sigma-Al-
drich) в концентрации 50 нМ. Клетки инкубиро-
вали в присутствии красителя в течение 30 мин;
длина волны возбуждения составляла 488 нм, ис-
пускания − 525 нм (Зурочка и др., 2014). Содержа-
ние нейтральных липидов определяли по флуо-
ресценции флуорохрома Nile Red (N3013-100MG,
Sigma Aldrich) в концентрации 1 мкг/мл; окраши-
вание проводили в течение 15 мин при комнатной
температуре в темноте; длина волны возбуждения
составляла 488 нм, испускания − 580 нм (Alemán-
Nava et al., 2016).

Для электронно-микроскопического анализа
клетки H. akashiwo фиксировали в течение 2 ч в 2.5%
глутаральдегиде (G5885-10XML, Sigma-Aldrich),
приготовленном на какодилатном буфере с pH 7.4
(12300-25, EMS), с дофиксацией 1% четырехоки-
сью осмия (19150, EMS) на этом же буфере в тече-
ние 1 ч. Затем материал обезвоживали в серии
спиртов возрастающей концентрации и ацетона,
после этого заливали в смесь смол Epon-Araldite
(13940, EMS) по стандартной методике (Luft, 1961).
Срезы толщиной 70 нм изготавливали на ультра-
микротоме Ultracut R LEICA (Австрия), контра-
стировали 2% раствором уранилацетата и цитра-
том свинца (Reynolds, 1963). Срезы исследовали
на трансмиссионном электронном микроскопе
Libra 120 (Carl Zeiss, Германия).

Эксперименты проведены в трех повторно-
стях, данные выражены в процентах к контролю
(контроль − показатели, полученные для культу-
ры водоросли без добавления меди). Для оценки
достоверности полученных различий рассчиты-
вали U-критерий Манна−Уитни. Статистическая
обработка выполнена с помощью программы Ex-
cel. На графиках представлены средние значения
и стандартные отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В течение опыта численность клеток Heterosig-
ma akashiwo при концентрации меди 10 мкг/л не
отличалась от таковой в контроле. При содержа-
нии меди 25 и 50 мкг/л наблюдалось угнетение
роста микроводоросли, особенно сильное на
седьмые сутки опыта (рис. 1а). Флуоресценция
хлорофилла а не отличалась от таковой в контро-
ле на третьи сутки опыта, но снижалась на седь-
мые сутки. Изменения не носили дозозависимого
эффекта (рис. 1б). Мембранный потенциал мито-
хондрий на третьи сутки опыта был ниже, чем в
контроле, и не восстановился к завершению экс-
перимента (рис. 1в). Содержание нейтральных
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липидов при всех концентрациях меди на седь-
мые сутки было ниже контрольного (рис. 1г).

В контроле клетки H. akashiwo имели вытяну-
тую овальную форму (размер около 10–14 мкм);
отмечено множество хлоропластов золотистого
цвета, которые располагались пристеночно. Хло-
ропласты содержали многочисленные ламеллы,
каждая из которых состояла из двух тилакоидов.
В строме хлоропластов находились пластоглобу-
лы. В центре клетки располагалось округлое ядро
диаметром около 4 мкм, рядом находились аппа-
рат Гольджи и митохондрии. Митохондрии клеток
H. akashiwo имели вытянутую овальную форму; их
размер варьировал от 0.5 до 1 мкм (рис. 2а).

При воздействии меди в концентрации 10 мкг/л
на клетки H. akashiwo изменений на ультраструк-
турном уровне не выявлено (рис. 2б). При содер-
жании меди в концентрациях 25 и 50 мкг/л также
не отмечено значительных изменений фотосин-
тетического аппарата, митохондрий и других ор-
ганелл, однако в клетке увеличилось число вакуо-
лей (рис. 2в, 2г).

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенное исследование показало, что рост

популяции микроводоросли Heterosigma akashiwo ин-
гибировался уже при концентрации меди 25 мкг/л.

Известно, что рост зелёной водоросли Scened-
esmus incrassatulus замедлялся через 6 сут экспози-
ции при содержании металла 40 и 80 мкг/л (Pera-
les-Vela et al., 2007). Такая же реакция на концентра-
цию меди 50–100 мкг/л выявлена у диатомовой
водоросли Phaeodactylum tricornutum (Cid et al.,
1996). Снижение численности клеток связано с
тем, что медь нарушает многие внутриклеточные
процессы, тем самым влияя на рост фотосинтези-
рующих организмов. В стрессовых условиях орга-
низмы используют энергию, предназначенную
для роста, на процессы, необходимые для кон-
троля и поддержания клеточного гомеостаза, т.е.
для выживания популяции (Perales-Vela et al.,
2007).

Основное повреждающее действие меди как
результат ее участия в реакциях Фентона и Хабер-
Вейса обусловлено продуцированием активных
форм кислорода (Hossain et al., 2012; Chen et al.,
2016). Известно, что большая часть активных
форм кислорода образуется в хлоропластах и ми-
тохондриях (Schmitt et al., 2014), поэтому фото-
синтетический аппарат и митохондрии наиболее
уязвимы к действию факторов среды.

Флуоресценция хлорофилла а снижается при
нарушении работы фотосинтетического аппарата
в результате ингибирования потока электронов,
выцветания хлорофилла а или уменьшения его

Рис. 1. Рост популяции и физиологическое состояние микроводоросли Heterosigma akashiwo при воздействии меди: а –
численность клеток; б – флуоресценция хлорофилла а; в – мембранный потенциал митохондрий; г – содержание
мембранных липидов. *Различия достоверны при p ≤ 0.01; **различия достоверны при p ≤ 0.05.
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концентрации (Cid et al., 1997; Chen et al., 2016;
Hamed et al., 2017; Wang et al., 2017). В нашем экспе-
рименте снижение флуоресценции хлорофилла а
отмечено на седьмые сутки опыта. Воздействие
тяжелых металлов на хлорофилл а может быть
прямым при непосредственном его разрушении и
опосредованным, как следствие нарушения реак-
ций его синтеза и ингибирования ферментов,
участвующих в процессе синтеза (Perales-Vela
et al., 2007). Медь играет важную роль в электрон-
ном транспорте в фотосистемах, и ее избыток
приводит к изменению потока электронов в элек-
трон-транспортной цепи. Способность меди за-
менять магний в молекуле хлорофилла а делает
пигмент непригодным для фотосинтеза (Miazek
et al., 2015; Chen et al., 2016). Сбрасываемая энер-
гия от таких поврежденных хлорофиллов может
передаваться молекулярному кислороду, что при-
водит к появлению синглетного кислорода, вы-
зывающего окислительное повреждение (Nagajy-
oti et al., 2010; Wang et al., 2017), что также является
одной из причин снижения флуоресценции хло-
рофилла а и изменения ряда физиологических
показателей.

Размер, численность и субклеточное распреде-
ление митохондрий могут изменяться в зависи-
мости от физиологических потребностей клеток
и факторов среды. У исследованной водоросли на
протяжении эксперимента наблюдалось снижение
мембранного потенциала, что свидетельствует о
деполяризации мембран (Cid et al., 1996). Такое
же явление зарегистрировано через трое суток
опыта у зеленой водоросли Pseudokirchneriella sub-
capitata при концентрации меди 80 мкг/л (Macha-
do, Soares, 2014) и у диатомеи Phaeodactylum tricor-
nutum при содержании меди 100 мкг/л (Cid et al.,
1996). При нарушении работы хлоропластов уси-
ливается роль митохондрий в метаболических
процессах. Вероятно, это послужило причиной
снижения мембранного потенциала митохон-
дрий у H. akashiwo. Увеличение нагрузки на мито-
хондрии в условиях загрязнения связано с акти-
вацией клеточных процессов, направленных на
детоксикацию металла и поддержание клеточной
целостности в токсических условиях (Cid et al.,
1996; Perales-Vela et al., 2007). Отмечено, что на
клеточные мембраны митохондрий медь влияет
сильнее, чем другие металлы, присутствующие

Рис. 2. Ультраструктура клеток Heterosigma akashiwo в контроле и при воздействии меди: а – контроль; концентрация
меди: б – 10 мкг/л, в – 25 мкг/л, г – 50 мкг/л. Условные обозначения: Я – ядро, М – митохондрии (указаны стрелками),
Хл – хлоропласты, АГ – аппарат Гольджи.

2 мкм(в)

ММ

ЯЯ

ХлХлХл

1 мкм(б)

ЯЯ

ХлХлХл

2 мкм(г)

ЯЯ

ХлХлХл

АГАГАГ

2 мкм(a)

ММ

АГАГАГ
ЯЯ

ХлХлХл



200

БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 47  № 3  2021

МАРКИНА

даже в бóльших концентрациях (Machado, Soares,
2014).

В стрессовых условиях любой природы в мик-
роводорослях могут накапливаться нейтральные
липиды. При концентрациях меди 10–28 мкг/л у
видов рода Chlorella наблюдали увеличение со-
держания липидов, однако рост популяций оста-
вался таким же, как и в среде без токсиканта (Sibi
et al., 2014; Yang et al., 2015). У H. akashiwo при вне-
сении меди в среду, напротив, отмечено умень-
шение содержания липидов. Возможно, это свя-
зано с видовыми особенностями клеток, так как у
представителей рода Chlorella даже при благопри-
ятных условиях более высокое содержание липи-
дов, чем у других видов (Yang et al., 2015). Кроме
того, снижение содержания нейтральных липи-
дов может быть обусловлено их использованием
для компенсации энергозатрат клетки в токсиче-
ских условиях. На примере другого тяжелого ме-
талла кадмия показано, что при повышении его
содержания в среде у микроводорослей снижа-
лось количество нейтральных липидов и разру-
шались липидные тельца (El-Naggar, Sheikh, 2014;
Miazek et al., 2015).

Ультраструктура клеток H. akashiwo не изменя-
лась по сравнению с таковой в контроле при ин-
токсикации медью в концентрации 10 мкг/л; при
более высоком содержании металла отмечено
увеличение количества вакуолей в клетке. На уве-
личение количества и размера вакуолей в присут-
ствии Cu в среде указывали и ранее (Adams et al.,
2016; Chen et al., 2016), как и на изменение хлоро-
пластов, накопление крахмальных гранул и утол-
щение клеточной оболочки (El-Naggar, Sheikh,
2014). Известно, что в условиях стресса вакуоли
могут накапливать некоторые соединения, обла-
дающие сильным антиоксидантным действием, и
участвовать в выведении тяжелых металлов из
клетки (Андреев, 2012). Увеличение числа вакуо-
лей у H. akashiwo, вероятно, также является одним
из защитных механизмов.

Таким образом, полученные результаты поз-
воляют сделать вывод, что медь в концентрациях
10–50 мкг/л не вызывает повреждений клетки,
однако приводит к нарушению её функциониро-
вания. По чувствительности к меди изученные
показатели можно расположить в следующем по-
рядке: рост популяции > мембранный потенциал
митохондрий > содержание нейтральных липи-
дов > флуоресценция хлорофилла а > уль-
траструктура.
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The effects of copper (10, 25 and 50 μg/L) on the population growth, physiological state, and ultrastructure
of the microalga Heterosigma akashiwo (Raphidophyceae) were studied. Copper had a greater effect on the
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concentration of copper; however, the number of vacuoles in the algal cells increased at 25 and 50 μg Cu/L.
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Приведено описание 10 новых и малоизвестных видов макроводорослей, обнаруженных при реви-
зии гербарного и живого материала, собранного авторами в 2001 г. и в 2018–2019 гг. в зал. Петра Ве-
ликого Японского моря. Среди них 7 видов – новые для российского побережья Японского моря,
5 видов – новые для флоры дальневосточных морей и 3 вида ранее были указаны для зал. Петра Ве-
ликого без описания.

Ключевые слова: Laminariocolax tomentosoides, Myrionema foecundum, Phaeostroma pustulosum, Protecto-
carpus speciosus, Streblonema evagatum, Chroodactylon ornatum, Sahlingia subintegra, Acrochaetium secunda-
tum, Kylinia endophytica, Colaconema caespitosum, зал. Петра Великого, новые находки
DOI: 10.31857/S0134347521030025

Согласно наиболее полной сводке (Клочкова,
1998), флора макроводорослей российского Даль-
него Востока насчитывает 551 валидный вид. Од-
нако эти сведения не могут считаться окончатель-
ными. В начале XXI века флора региона была до-
полнена (Жигадлова, 2011, 2014), описаны новые
для науки виды водорослей (Кепель, 2001; Пере-
стенко, Титлянова, 2002; Клочкова, Крупнова,
2004; Селиванова, 2008; Писарева, Клочкова, 2013;
Селиванова, Жигадлова, 2016), повсеместно на-
ходили новые для дальневосточных морей виды,
в том числе для Японского моря (Левенец и др.,
2006; Скрипцова, Калита, 2020). Зал. Петра Вели-
кого Японского моря – это самая южная, наибо-
лее тепловодная и богатая по биологическому
разнообразию прибрежная акватория Дальнего
Востока России. По последним сведениям в об-
щем списке водорослей-макрофитов этой аквато-
рии насчитывается 313 видов (Скрипцова, 2019).

При ревизии гербарного материала, собранно-
го авторами в разные годы в зал. Петра Великого,
обнаружены виды, ранее не указывавшиеся для
залива, в том числе 5 новых для флоры дальнево-
сточных морей России видов (отмечены
звездочкой). Три вида ранее были приведены в
сводке как новые для флоры зал. Петра Великого

(Скрипцова, 2019), но без описания. Кроме этого,
в статье Перестенко и Штрик (2005) упомина-
лось, что вид Protectocarpus speciosus встречается в
данной акватории, однако он не отмечен ни в од-
ной из сводок. В настоящей работе приведено
описание всех найденных нами видов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Образцы водорослей собраны А.В. Скрипцо-

вой в сентябре–ноябре 2018 г. и в сентябре 2019 г.,
а также О.С. Белоус в июне–августе 2019 г. и
Т.В. Титляновой в июне 2001 г. в зал. Петра Вели-
кого (Японское море). Водоросли собирали на
литорали, в сублиторали и из выбросов при
маршрутном осмотре. Обработку гербарного ма-
териала проводили в Лаборатории автотрофных
организмов Национального научного центра
морской биологии им. А.В. Жирмунского
(ННЦМБ) ДВО РАН. Материал определяли с
использованием световых микроскопов Carl
Zeiss Jena и AxioVert 200M, микрофотографии
получены с помощью цифровой фотокамеры
AxioCam HRc. При идентификации макроводо-
рослей использовали следующие источники:
Børgesen, 1915; Зинова, 1953, 1967; O’Flaherty,
1966; Abbott, Hollenberg, 1976; Перестенко, 1980,

УДК 582.26/.27
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1994; Kornmann, 1989; Womersley, 1994; Luan, Lu-
an, 1995; Перестенко, Чумаков, 2001; Tseng, 2009;
Luan et al., 2013; Titlyanov et al., 2017. Названия
таксонов приведены в соответствии с современ-
ными систематическими представлениями (Guiry,
Guiry, 2019). В примечаниях указано распростра-
нение видов в дальневосточных морях России.
Обработанный материал хранится в гербарии Ла-
боратории автотрофных организмов ННЦМБ
ДВО РАН. Описание видов составлено по гербар-
ным и живым образцам.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Отдел OCHROPHYTA

Класс Phaeophyceae
Порядок Ectocarpales

Семейство Chordariaceae
Laminariocolax tomentosoides (Farlow)

Kylin 1947: 6, fig. 1D–E (рис. 1а)
Слоевище эпифитное, до 1 мм высотой; обра-

зовано стелющимися нитями, состоящими из
округлых изодиаметрических клеток размером
8–13 мкм. От стелющихся нитей развиваются ко-

Рис. 1. Морфология водорослей Laminariocolax tomentosoides (а), Myrionema foecundum (б), Phaeostroma pustulosum (в–е),
Protectocarpus speciosus (ж–з). Условные обозначения: ps – многогнездный спорангий, h – настоящий волосок, ch –
хлоропласты, fc – клеточные нити, bc – базальные клетки.
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роткие и длинные слабо разветвленные вертикаль-
ные нити. Клетки вертикальных нитей цилиндри-
ческие или слегка расширенные в середине; их
длина 5.5–21 мкм, ширина 5.3–8.4 мкм, отноше-
ние длины клеток к ширине составляет 1–2(3) : 1.
Хлоропласты лентовидные, пристенные; по од-
ному, реже по два в клетке. Настоящие волоски
развиваются терминально на боковых веточках
длинных вертикальных нитей. Многогнёздные
спорангии сидячие, длинно-цилиндрические; их
длина до 200 мкм, ширина 6–7.5 мкм; одноряд-
ные, на отдельных участках редко 2–3-рядные.
Развиваются преимущественно односторонне
(реже поочередно) на вертикальных или стелю-
щихся нитях. Вид найден в октябре 2018 г. на Sac-
charina japonica (Areschoug) C.E. Lane, C. Mayes,
Druehl et G.W. Saunders в б. Сухопутная, 43°05′ с.ш.
и 131°58′ в.д. (зал. Петра Великого, Японское море).

Примечание. Для зал. Петра Великого в сводке
Скрипцовой (2019) приведен без описания.

*Myrionema foecundum (Strömfelt)
Sauvageau 1897: 170 (рис. 1б)

Слоевище эпифитное, в виде маленьких
округлых пластин диаметром 0.5–3.0 мм. Базаль-
ная часть однослойная. От базальной части пла-
стины развиваются вертикальные простые, кону-
совидные или цилиндрические нити с тупой вер-
шиной, состоящие из 9–12 клеток; высота нитей
40–45(65) мкм, ширина – 6–8 мкм. Клетки с од-
ним пристенным пластинчатым хроматофором.
Настоящие волоски редкие, развиваются между
вертикальными нитями на базальной пластине.
Одногнёздные спорангии отсутствуют. Много-
гнёздные спорангии цилиндрические или кону-
совидные, сидячие. Во время плодоношения все
вертикальные нити становятся плодоносными. Вид
найден 20.06.2019 г. на Punctaria plantaginea (Roth)
Greville у м. Тобизина о-ва Русский, 42°55′ с.ш. и
131°55′ в.д. (зал. Петра Великого, Японское море).

*Phaeostroma pustulosum Kuckuck
in Reinbold 1893: 43 (рис. 1в–1е)

Слоевище эпифитное, нитевидное, ветвящее-
ся, стелющееся по поверхности других водорос-
лей. Нити собраны в рыхлые скопления неопре-
деленной формы, формируя псевдопаренхиму.
От них под прямым или почти под прямым углом
отходят длинные боковые ответвления. Ширина
клеток нитей 8–20 мкм, длина клеток в 1–3 раза
больше ширины. Хлоропласты многочисленные,
пластинчатые. Настоящие волоски диаметром 8–
9 мкм, сужаются к верхушке, базальная клетка
удлиненная. Одногнёздные спорангии неизвестны.
Многогнёздные спорангии диаметром 10–20 мкм
развиваются на вегетативных клетках нитей. Вид

найден в июле 2019 г. в основании слоевища и на
подошве Punctaria plantaginea (Roth) Greville у м.
Ахлестышева о-ва Русский, 42°59′ с.ш. и 131°56′ в.д.
(зал. Петра Великого, Японское море).

Protectocarpus speciosus (Børgesen) Kornmann in
Kuckuck 1955: 119 (рис. 1ж, 1з; рис. 2а)

Слоевище эпифитное; кустики до 1 мм высо-
той состоят из моностроматического базального
диска и однорядных слабо ветвящихся нитей. Вер-
тикальные нити шириной 8–19 мкм образованы
прямоугольными клетками длиной 10–43 мкм.
Отношение длины клеток к ширине 1–2 : 1. Хло-
ропласты крупные, пластинчатые, по одному в
клетке. Волоски отходят от базального диска, раз-
виваются между вертикальными нитями или на
боковых веточках, часто терминально. Много-
гнездные спорангии (размер 26–78 × 9–24 мкм)
развиваются терминально или латерально; на од-
ноклеточной ножке или сидячие, стручковидные,
яйцевидные, овальные, с округлой верхушкой,
простые или разветвленные, 1–5-рядные, иногда
интеркалярные, гребневидные. Одногнездные
спорангии (размер 22–59 × 14–31 мкм) овальные,
развиваются в основании вертикальных нитей.
Вид найден в сентябре 2018 г. на филлоидах Sar-
gassum pallidum (Turner) C. Agardh в б. Сухопутная,
43°05′ с.ш. и 131°58′ в.д. (зал. Петра Великого,
Японское море), а также 5.11.2018 г. в б. Киевка,
42°50′ с.ш. и 133°41′ в.д. (Японское море) на Sac-
charina japonica.

Примечание. Отмечен в альгофлоре о-ва Саха-
лин (Перестенко, Штрик, 2005). Авторы упоми-
нают, что этот вид “по неопубликованным дан-
ным Л.П. Перестенко, в зал. Петра Великого рас-
тет на открытых участках, преимущественно на
мысах бухт, в нижнем горизонте литорали и в суб-
литорали до глубины 4–6 м на скалистом грунте в
формации Phyllospadix iwatensis и на илисто-пес-
чаном грунте в формации Zostera marina на ли-
стьях трав” (с. 80). Однако в сводках для зал. Пет-
ра Великого P. speciosus ранее не указывался.
Streblonema evagatum Setchell & N.L. Gardner 1922: 

390, pl. 42: figs 1–5 (рис. 2б)
Растение частично эндофитное, состоящее из

стелющихся и вертикальных нитей; формирует
округлые пятна диаметром 1–2 см. Стелющиеся
нити толщиной 3.5–4.0 мкм, неправильно и рых-
ло ветвящиеся, проникают в ткань хозяина ко-
роткими ответвлениями. Вертикальные нити с
пучковатым ветвлением, состоят из цилиндриче-
ских клеток длиной 7–15 мкм; клетки со слабыми
перетяжками у клеточных перегородок, диаметр
клеток 4 мкм в основании и 6.5–7.5 мкм в самой
широкой части. Хлоропласты лентовидные, 1–2 в
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клетке. Волоски отсутствуют. Одногнездные спо-
рангии не обнаружены. Многогнездные спорангии
(размер 5.5–6.5 × 65–80 мкм) многочисленные, ци-
линдрические, однорядные, сидячие или на корот-
кой ножке. Вид найден в июне 2019 г. на Punctaria

plantaginea (Roth) Greville в б. Сухопутная, 43°05′ с.ш.
и 131°58′ в.д. (зал. Петра Великого, Японское море).

Примечание. В дальневосточных морях зареги-
стрирован в Охотском море у о-ва Сахалин (Пе-
рестенко, Чумаков, 2001), у Командорских остро-

Рис. 2. Морфология водорослей Protectocarpus speciosus (а), базальный диск; Streblonema evagatum (б); Sahlingia subintegra
(в, г); Acrochaetium secundatum (д); Kylinia endophytica (е) внутри слоевища Ahnfeltiopsis flabelliformis; Colaconema caespito-
sum (ж–и). Условные обозначения: p – пиреноид, ch – хлоропласты, s – моноспора, h – волосок, epp – эпифитная
часть растения, enp – эндофитная часть растения, ps – многогнёздные спорангии, hc – роговидные клетки.
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вов (Selivanova, Zhigadlova, 2013) и у берегов восточ-
ной Камчатки (Селиванова, Жигадлова, 2014).

Отдел RHODOPHYTA
Класс Stylonematophyceae

Порядок Stylonematales
Семейство Stylonemataceae

*Chroodactylon ornatum (C. Agardh)
Basson 1979: 67, pl. IX [9]: fig. 52

Слоевище эпифитное, микроскопическое,
нитчатое высотой 0.2–1.0 мм. Прикрепляется ба-
зальной клеткой. Нити диаметром 10–20 мкм од-
норядные, простые или редко разветвленные; со-
стоят из цилиндрических или яйцевидных клеток,
включенных в слизистую оболочку. Ветвление
неправильно поочередное или почти дихотоми-
ческое. В базальной части нитей диаметр клеток
(6)10 мкм, длина 7.5–15 мкм; в верхней части –
диаметр клеток 10 мкм, длина 10–20(30) мкм.
Хлоропласт звездчатый с центральным пиренои-
дом, ярко сине-зеленый или от сероватого до бу-
роватого цвета. Специфическая морфология это-
го вида позволяет с уверенностью его идентифи-
цировать. Найден в июне 2001 г. на Melanothamnus
japonicus (Harvey) Díaz-Tapia et Maggs в б. Сиву-
чья, 42°26′ с.ш. и 130°49′ в.д. (зал. Петра Великого
Японского моря).

Класс Compsopogonophycea
Порядок Erythropeltales

Семейство Erythrotrichiaceae
*Sahlingia subintegra (Rosenvinge)

Kornmann 1989: 227, figs 1, 6–13 (рис. 2в, 2г)
Слоевище эпифитное, микроскопическое,

темно-розового или красного цвета; формирует
моностроматические, распростертые, одиночные
или сливающие диски диаметром 40–65(300) мкм
с неровными краями. Диск состоит из разветв-
ленных клеточных нитей. Клетки нитей округло-
прямоугольные, в молодых пластинах неправиль-
ной формы; полигональные, изодиаметрические
в центральной части; их диаметр 3–5 мкм и длина
5–11 мкм. Периферические клетки часто раздво-
енные, роговидные, длиной до 15 мкм. Хлоро-
пласт лентовидный, с одним пиреноидом. Вид
найден 27.09.2019 г. на слоевище Cladophora opaca
Sakai у м. Ахлестышева о-ва Русский, 42°59′ с.ш. и
131°56′ в.д. (зал. Петра Великого, Японское море).

Класс Florideophyceae
Порядок Acrochaetiales

Семейство Acrochaetiaceae
Acrochaetium secundatum (Lyngbye)

Nägeli 1858: 532 (рис. 2д)
Растения эпифитные, высотой до 150 мкм и

шириной 7.5 мкм, прикрепляются стелющимися
нитями. Вертикальные побеги односторонне раз-
ветвленные. Клетки бочонковидные или почти
треугольные, расширенные на дистальном конце;

ширина клеток 7–9 мкм, длина – 12–14 мкм. На
апикальных клетках боковых веточек формиру-
ются волоски длиной до 35 мкм. Моноспорангии
(размер 7.7–8.6 × 10.4–12.5 мкм) одиночные, си-
дячие, развиваются сериями латерально на верти-
кальных ветвях, преимущественно односторонне.
Вид найден в конце сентября 2018 г. на филлоидах
Sargassum pallidum (Turner) C. Agardh в б. Сухопут-
ная, 43°05′ с.ш. и 131°58′ в.д. (зал. Петра Великого,
Японское море).

Примечание. В дальневосточных морях отме-
чен для зал. Терпения (о-в Сахалин) (Перестенко,
1994), побережья юго-восточной Камчатки (Се-
ливанова, Жигадлова, 2014) и о-ва Кунашир (Ку-
рильские острова) (Скрипцова, Титлянова, 2017).
Для зал. Петра Великого в сводке Скрипцовой
(2019) приведен без описания.
Kylinia endophytica (Batters) Athanasiadis (рис. 2е)

[=Colaconema endophyticum (Batters
J.T. Harper et G.W. Saunders]

Растение полностью эндофитное, кроме мо-
носпорангиев. Нити неправильно разветвлен-
ные, рыхло расположенные. Клетки цилиндриче-
ские, диаметром 1.0–2.5 мкм на вершинах нитей
и 3.0–4.2 мкм в более старых частях растения;
длина клеток 10–30(56) мкм. Вид найден 18 нояб-
ря 2018 г. внутри таллома Ahnfeltiopsis flabelliformis
(Harvey) Masuda в б. Сухопутная, 43°05′ с.ш.,
131°58′ в.д. (зал. Петра Великого, Японское море).

Примечание. В дальневосточных морях вид
указывался как Colaconema endophyticum для юго-
восточной Камчатки (Selivanova, Zhigadlova,
2009; Селиванова, Жигадлова, 2014) и Командор-
ских островов (Selivanova, Zhigadlova, 2013).

Порядок Colaconematales
Семейство Colaconemataceae

*Colaconema caespitosum (J. Agardh) Jackelman,
Stegenga et J.J. Bolton 1991: 303 (рис. 2ж–2и)
Растение в виде маленьких плотных дернинок

или пучков, состоящих из эпифитной и эндофит-
ной частей, хорошо различимых по цвету. Эндо-
фитная часть буровато-зеленоватого цвета, со-
стоит из плотно примыкающих друг к другу кле-
точных нитей, проникающих в слоевище вдоль и
между ассимиляционных нитей растения. Клетки
эндофитных нитей бочонковидные или цилин-
дрические, их диаметр 5.0–12.5 мкм и длина до
18 мкм. Вертикальные эпифитные нити от крас-
ного до серовато-красного цвета, раскидистые.
Ветвление скудное, двустороннее, односторон-
нее и супротивное. Верхушки нитей часто закан-
чиваются длинными бесцветными многоклеточ-
ными волосками диаметром 2–4 мкм и длиной до
130 мкм. Клетки нитей цилиндрические длиной
15.6–19.5 (23) мкм, в нижней части нитей диаметр
клеток составляет 11–12 мкм, ближе к вершинам –
4.5–6.5 мкм. Клетки содержат (1)2–6 хлоропла-
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стов, каждый хлоропласт с центральным пирено-
идом. Обычно хлоропласты близко прилегают
друг к другу и выглядят как один пристеночный
хлоропласт с несколькими пиреноидами. Моно-
спорангии яйцевидные, их размер 10–14 × 16–
20 мкм; сидячие или на ножке, одиночные или в
парах, очень редко в группах по 3–5. Вид найден
в конце августа 2019 г. на Chordaria flagelliformis
(O.F. Müller) C. Agardh на северном побережье о-
ва Рейнеке, 42°55′ с.ш. и 131°44′ в.д. (зал. Петра
Великого, Японское море).

ОБСУЖДЕНИЕ
В результате исследования обнаружено 5 ви-

дов макроводорослей, ранее не указывавшихся
для флоры дальневосточных морей: Phaeostroma
pustulosum, Myrionema foecundum, Sahlingia subinteg-
ra, Colaconema caespitosum и Chroodactylon ornatum.

Виды Streblonema evagatum и Kylinia endophytica
ранее были отмечены в более северных районах
Дальнего Востока – на юго-восточном побережье
Камчатки, у Командорских островов, в южной
части Охотского моря (Selivanova, Zhigadlova,
2013; Селиванова, Жигадлова, 2014) и не были из-
вестны для российского побережья Японского
моря. Виды Laminariocolax tomentosoides и Acrochae-
tium secundatum ранее также указывались для север-
ных районов Дальнего Востока (Клочкова и др.,
2009; Скрипцова, Титлянова, 2017) и впервые
приведены для российской части Японского моря в
сводке А.В. Скрипцовой (2019) без описания.
С учетом наших находок общий список водорослей
акватории зал. Петра Великого составил 320 видов.

Следует отметить, что большинство из найден-
ных нами видов водорослей широко распростра-
нены в Мировом океане. Отсутствие сведений об
их встречаемости в дальневосточных морях Рос-
сии, очевидно, обусловлено недостаточной изу-
ченностью альгофлоры. Все обнаруженные нами
виды являются эпифитами (или частично эндо-
фитами) и имеют мелкие, микроскопические
слоевища. Зачастую такие водоросли выпадают
из поля зрения исследователей.

Полученные данные показывают, что, несмот-
ря на длительную историю изучения зал. Петра
Великого – наиболее исследованной акватории
дальневосточных морей, сведения о флоре водо-
рослей-макрофитов в этой акватории нельзя счи-
тать исчерпывающими.

Эпифиты как группа водорослей, имеющих
микроскопические размеры, в дальневосточном
регионе недостаточно изучены (Селиванова, Жи-
гадлова, 2014). Их сбор и идентификация пред-
ставляют серьезные трудности. Следует отметить,
что, если речь идет о водорослях, то эпифиты –
это организмы, поселяющиеся не только на по-
верхности растения-хозяина (голоэпифиты), но и

амфиэпифиты, базальная часть которых прони-
кает во внутренние ткани базифита, а верхняя
часть, выступающая над поверхностью хозяина,
может быть представлена лишь репродуктивны-
ми структурами, и эндофиты, полностью погру-
женные в тело базифита (Виноградова, 1989). Ре-
зультаты некоторых исследований показывают,
что внимательный анализ эпифитона макрофи-
тов позволяет обнаружить новые для флоры виды
(Левенец, 1996; Перестенко, Титлянова, 2002;
Жигадлова, 2011; Скрипцова, Калита, 2020). Так,
при изучении макрофитообрастателей водорос-
лей рода Palmaria из 42 обнаруженных видов 12 ока-
зались новыми для флоры восточной Камчатки, а 9
видов – для дальневосточных морей (Жигадлова,
2011). Наше исследование поддерживает целена-
правленное изучение эпифитных водорослей в
дальневосточных морях.
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New and Little-Known Species of Macroalgae from the Far Eastern Seas of Russia
O. S. Belousa, b, A. V. Skriptsovaa, and T. V. Titlyanovaa

aA.V. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences,
Vladivostok 690041, Russia

bFar Eastern Federal University, Vladivostok 690950, Russia

Descriptions of 10 new and little-know species of macroalgae found during a revision of herbarium and live
material collected by the authors from Peter the Great Bay, Sea of Japan, in 2001, 2018, and 2019 are provided
in the present report. Of these, seven species are new to the Russian coast of the Sea of Japan, five species are
new to the f lora of the Far Eastern seas, and three species were previously recorded from Peter the Great Bay
without description.

Keywords: Laminariocolax tomentosoides, Myrionema foecundum, Phaeostroma pustulosum, Protectocarpus
speciosus, Streblonema evagatum, Chroodactylon ornatum, Sahlingia subintegra, Acrochaetium secundatum, Ky-
linia endophytica, Colaconema caespitosum, Peter the Great Bay, new records



БИОЛОГИЯ МОРЯ, 2021, том 47, № 3, с. 209–216

209

ТАКСОНОМИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ КУЛЬТИВИРУЕМЫХ 
УГЛЕВОДОРОДОКИСЛЯЮЩИХ БАКТЕРИЙ В ЯПОНСКОМ МОРЕ

© 2021 г.   Е. А. Богатыренко1, *, А. В. Ким1, 2, Т. И. Дункай1, 3, А. Л. Пономарева4,
А. И. Еськова1, 4, М. Л. Сидоренко1, 2, А. К. Окулов4

1Дальневосточный федеральный университет, Владивосток 690950, Россия
2Федеральный научный центр биоразнообразия ДВО РАН, Владивосток 690022, Россия

3Национальный научный центр морской биологии им. А.В. Жирмунского ДВО РАН, Владивосток 690041, Россия
4Тихоокеанский океанологический институт им. В.И. Ильичева ДВО РАН, Владивосток 690041, Россия

*e-mail: bogatyrenko.ea@dvfu.ru
Поступила в редакцию 09.07.2020 г.

После доработки 05.11.2020 г.
Принята к публикации 10.02.2021 г.

Из трех акваторий Японского моря с разным уровнем антропогенного загрязнения изолированы
137 штаммов мезофильных и психротолерантных углеводородокисляющих бактерий. Определена
таксономическая принадлежность культивируемых бактерий из поверхностных вод и донного осад-
ка, которые участвуют в биодеградации нефтяных углеводородов в данном регионе. Выделенные
микроорганизмы относятся к филумам Actinobacteria, Firmicutes и Proteobacteria. Впервые углево-
дородокисляющая способность обнаружена у бактерий Okibacterium sp., Lechevalieria flava, Patuli-
bacter sp., P. minatonensis, Gracilibacillus massiliensis, Thalassobacillus sp., Virgibacillus dokdonensis, Chry-
seomicrobium amylolyticum, Jeotgalibacillus marinus, Moraxella osloensis, Idiomarina maritima и I. piscisalsi.
Полученные результаты позволили расширить знания о возможности биодеградации поллютантов
представителями отдельных таксонов в морской среде.

Ключевые слова: биоразнообразие, углеводородокисляющие бактерии, нефть, углеводороды, Япон-
ское море
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Экосистема Японского моря характеризуется
уникальным разнообразием обитающих в нем ор-
ганизмов, что обусловлено своеобразными физи-
ко-географическими особенностями региона.
Вместе с тем здесь наблюдается высокая степень
антропогенного воздействия, связанная с увеличе-
нием численности населения, урбанизацией побе-
режий, индустриализацией и развитием туризма.
Источниками загрязнения Японского моря явля-
ются объекты целлюлозно-бумажной, электро-
энергетической и нефтегазодобывающей промыш-
ленности, жилищно-коммунального хозяйства, а
также судостроительные и судоремонтные пред-
приятия, торговый и военно-морской флот. Высо-
кая антропогенная нагрузка в прибрежье и в райо-
нах активного судоходства неизбежно приводит к
хроническому загрязнению этих акваторий различ-
ными поллютантами, в том числе нефтью и нефте-
продуктами (Огородникова, 2001).

Для сохранения и поддержания стабильности
морских экосистем необходимы разработка и
внедрение экологически безопасных методов
борьбы с последствиями возможных нефтяных и
топливных разливов. Наиболее перспективным
способом решения этой проблемы может стать

биоремедиация с использованием широких воз-
можностей метаболического потенциала морских
микроорганизмов. Поиск микроорганизмов,
способных к деструкции нефтяных углеводоро-
дов (НУ), в частности, в условиях низких темпе-
ратур, является актуальной научной задачей.

Исследования, проведенные в последние годы,
свидетельствуют о целесообразности использова-
ния для биоремедиации аборигенных микроорга-
низмов, которые способны к деградации НУ в
определенных экологических условиях. В связи с
этим особое внимание необходимо уделять изу-
чению видового разнообразия и биологических
свойств микроорганизмов в конкретном регионе.

К наиболее распространенным в морской сре-
де углеводородокисляющим микроорганизмам
(УВОМ) относятся бактерии родов Mycobacteri-
um, Brevibacterium, Corynebacterium, Rhodococcus и
Arthrobacter. Как правило, их выделяют в районах с
сильным нефтяным загрязнением (Коронелли и др.,
1987, 1994; Алекперова, 2009). Способностью к
окислению НУ обладают также бактерии родов
Acinetobacter, Achromobacter, Bacterium, Bacillus,
Micrococcus и Pseudomonas. Другие представители
УВОМ более специфичны для отдельных аквато-

УДК 579.66:579.22:579.26

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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рий. Так, например, в Персидском заливе выявле-
ны углеводородокисляющие виды родов Haloferax,
Halobacterium и Halococcus (Al-Mailem et al., 2010).
В Индийском океане обнаружены новые виды
протеобактерий с углеводородокисляющей ак-
тивностью, это Altererythrobacter marinus (Lai et al.,
2009) и Nitratireductor indicus (Lai et al., 2011).
К уникальным УВОМ Жёлтого моря отнесены
бактерии родов Algoriphagus, Aestuariibacter, Celerib-
acter, Fabibacter, Zobellia, Tenacibaculum, Citreicella,
Roseivirga, Winogradskyella, Thioclava, Polaribacter и
Pelagibaca (Wang et al., 2014).

Информация об УВОМ дальневосточных морей
в научной литературе практически отсутствует.
В результате исследования микробиоты Беринго-
ва моря выявлена способность к деструкции НУ у
бактерий родов Bacillus, Pseudomonas, Micrococcus,
Pseudobacterium, Achromobacter, Bacterium и Brevi-
bacterium (Израэль, Цыбань, 1989). Нефтеокисли-
тели Охотского моря представлены видами родов
Cobetia, Pseudoalteromonas, Oceanisphaera, She-
wanella, Pseudomonas, Marinomonas и Thalassospira
(Buzoleva et al., 2017).

Сведений об углеводородокисляющей микро-
биоте Японского моря и её участии в самоочище-
нии экосистемы также недостаточно, несмотря
на хроническое загрязнение этого региона нефте-
продуктами. Публикации в основном посвящены
исследованию сезонной динамики численности
УВОМ в прибрежных районах с разной антропо-
генной нагрузкой (Бойченко и др., 2009). В ряде
работ определены нефтеокисляющие свойства
отдельных штаммов бактерий, выделенных из по-

верхностных вод, а также рассмотрена возмож-
ность их использования для биоремедиации (Hara
et al., 2003; Chaerun et al., 2004; Голозубова и др.,
2018). Японские авторы (Tanaka et al., 2008) на ос-
нове результатов молекулярно-генетических ис-
следований прибрежных вод Японского моря вы-
сказали предположение о существенной роли ци-
анобактерий и представителей рода Alcanivorax в
самоочищении данного района. Таким образом, в
настоящее время отсутствуют сведения о ком-
плексных исследованиях таксономического со-
става и свойств УВОМ в водной толще и донных
осадках Японского моря.

Цель нашей работы − изучение таксономиче-
ского разнообразия культивируемых углеводоро-
докисляющих бактерий из поверхностных вод и
донных осадков Японского моря.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Характеристика районов исследования

и отбор проб
Материалом для работы послужили пробы по-

верхностных вод и верхнего окисленного слоя
донных осадков Японского моря, полученные в
2018 и 2019 гг. в ходе экспедиционных работ на НИС
“Академик М.А. Лаврентьев” (рейсы № 81 и 88), а
также во время береговых экспедиций. Исследо-
вания проводили на 50 станциях в трех районах: в
северной части Японского моря (между 43°25′ и
44°36′ с.ш.; 136°32′ и 137°51′ в.д.), в зал. Петра Ве-
ликого (между 42°16′ и 43°09′ с.ш.; 130°56′ и
133°02′ в.д.) и в западной части Японского моря
(между 36°42′ и 42°13′ с.ш.; 130°12′ и 131°13′ в.д.)
(рис. 1).

Все исследованные районы испытывают мощ-
ное влияние антропогенного пресса, включая за-
грязнение нефтью и нефтепродуктами. На боль-
шей части береговой линии зал. Петра Великого
располагаются населенные пункты, промышлен-
ные и сельскохозяйственные предприятия, же-
лезная дорога. На акватории залива находятся
крупные морские порты Владивосток, Находка,
Большой Камень и Посьет, а также специализи-
рованный морской нефтеналивной порт Козьми-
но. По результатам исследований, проведенных в
2017 г., в большинстве прибрежных акваторий
зал. Петра Великого отмечено увеличение чис-
ленности нефтеокисляющего бактериопланктона
(Доклад…, 2018).

Станции отбора проб в северной и западной
частях Японского моря также находились в райо-
нах активного судоходства. Акватории в западной
части моря испытывают влияние терригенных
стоков крупных населенных пунктов Корейской
Народно-Демократической Республики и Рес-
публики Корея. В северной части Японского мо-
ря станции отбора проб находились в зоне холод-
ного Приморского течения. На берегу этого рай-
она отсутствуют крупные населенные пункты,
однако здесь расположены предприятия по добы-

Рис. 1. Районы исследований в Японском море. 1 –
зал. Петра Великого, 2 – западная часть Японского
моря, 3 – северная часть Японского моря.

1

3

2

ЯПОНСКОЕ МОРЕ
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че бора, олова, свинца и других полиметалличе-
ских руд (ЗАО “Горно-химическая компания
Бор”, АО “ГМК “Дальполиметалл”).

Образцы осадков получали, руководствуясь нор-
мативными документами, а также методическими
рекомендациями и требованиями к отбору проб
донных отложений водных объектов для анализа на
загрязненность (ПНД Ф 12.1:2:2.2:2.3:3.2–03). В за-
висимости от расположения станций глубина от-
бора проб донных осадков варьировала от 5 до
3670 м от поверхности моря. В морских экспеди-
циях для отбора донных отложений использовали
гравитационную геологическую трубку. Трубка
имела утяжеленную конструкцию; длина прием-
ной части керна составляла 4 м. В береговых экс-
педициях пробы брали пробоотборником из не-
ржавеющей стали объемом 500 мл. Окисленный
слой стерильно отбирали ложкой во флакон для
хранения. С момента отбора проб до начала ис-
следований образцы хранили в морозильной ка-
мере при температуре −30°С.

Для микробиологического анализа поверх-
ностных вод с помощью батометра Паталаса с
глубины 2–5 м отбирали по 1.5 л морской воды,
которую пропускали через полимерные фильтры
(Millipore, США) с диаметром пор 0.22 мкм. По-
лученные пробы использовали для дальнейших
исследований.

Выделение углеводородокисляющих бактерий
из проб воды и донных осадков

Для получения коллекции культур углеводо-
родокисляющих бактерий (УВОБ) в качестве ис-
точника НУ использовали флотский мазут как
один из нефтепродуктов, наиболее характерных
для антропогенного загрязнения морской среды.
Для создания накопительных культур УВОБ дон-
ные осадки и фильтры с биомассой помещали в
минеральную среду Ворошиловой−Диановой со
стерильным флотским мазутом (2.5%) в качестве
единственного источника углерода (Патент РФ
№ 2520084). В состав минеральной среды (г/л ди-
стиллированной воды) входили NaCl – 10.0,
NHNO3 – 1.0, K2HPO4 – 1.0, KH2PO4 – 1.0, MgSO4 –
0.2, CaCl2 – 0.02 и FeCl2 – 2 капли насыщенного
раствора. Инкубацию проводили в течение 10 сут
при температуре 22°С и 30 сут при температуре
5°С. Для получения чистых культур УВОБ их вы-
севали на аналогичную агаризованную среду и
выращивали в тех же условиях. После инкубации
полученные изолированные колонии переноси-
ли на свежую среду для дальнейшей работы.

Для изучения физиологических особенностей
полученных микробных штаммов проводили их
инкубацию на среде Ворошиловой−Диановой с
добавлением 2.5% мазута, летнего дизельного
топлива или нефти марки “Vityaz” при темпера-
туре 22°С в течение 7–15 сут и при температуре
5°С в течение 15–30 сут. Отмечали способность

каждого штамма расти на среде с тем или иным
субстратом при средней и низкой температуре.

Молекулярно-генетическая идентификация 
углеводородокисляющих бактерий

и филогенетический анализ
Геномную ДНК из культур бактерий выделяли

с помощью коммерческого набора “Genomic
DNA purification kit” (Thermo Fisher Scientific,
США) в соответствии с инструкцией производи-
теля. Фрагмент гена 16S рРНК амплифицировали
с использованием пары праймеров 27F (5'-AGAGTTT-
GATCATGGCTCAG-3') и 1350R (5'-GACGGGCG-
GTGTGTACAAG-3') (Lane et al., 1985). Продукты
ПЦР в электрофорезной камере разделяли в 1%
агарозном геле с добавлением этидиум бромида.
Продукты амплификации нужной длины выреза-
ли из геля и экстрагировали, замораживая при
температуре −80°С (30 мин) и центрифугируя при
13.4 тыс. об/мин в течение 20 мин. Полученные
ПЦР-продукты секвенировали по методу Сэнге-
ра, используя набор реактивов “Big Dye Termina-
tor v.3.1 Cycle Sequencing Kit” (Thermo Fisher Sci-
entific, США), на генетическом анализаторе
ABI 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems, США)
в ЦКП “Биотехнология и генная инженерия”
ФНЦ Биоразнообразия ДВО РАН.

Филогенетический анализ проводили путем
поиска гомологичных последовательностей в
международном банке данных (GenBank) с помо-
щью программы BLAST (Altschul et al., 1997)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Редактирова-
ние последовательностей выполнено в редакторе
BioEdit; для выравнивания последовательностей
использовали алгоритм программы CLUSTAL W
(http://www.genebee.msu.su/clustal). Филогенети-
ческое дерево построено с использованием метода
ближайших соседей (neighbor-joining) на основе
алгоритма Kimura two-parameters в программе
MEGA 7 (Kumar et al., 2016). Показатель достоверно-
сти порядка ветвления определяли на основании
bootstrap-анализа 100 альтернативных деревьев.

Нуклеотидные последовательности фрагмен-
тов гена 16S рРНК отдельных штаммов бактерий
депонированы в базе данных GenBank под номе-
рами: MT280154, MT328549–MT328554,
MT328559, MT328563–MT328565, MT328567,
MT328568, MT328609, MT328610, MT328615,
MT328619, MT328624, MT328625, MT328631,
MT328634, MT328635, MT328639, MT328736,
MT328737, MT328750, MT328751, MT328759,
MT328760, MT328762, MT328781, MT328782,
MT328802, MT328803, MT328827, MT328828,
MT328859, MT328902, MT332430, MT332431,
MT332685, MT332706, MT332713, MT333204,
MT333206, MT333207, MT333220, MT333236,
MT333237, MT333245 и MT337509. В базу данных
внесены сведения о микроорганизмах, иденти-
фицированных нами до вида, о психротолерант-
ных штаммах бактерий, а также о тех бактериаль-
ных штаммах, для которых углеводородокисляю-
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щая способность показана впервые в нашем
исследовании.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе изучения материала, отобранного на
50 станциях в Японском море, в пробах с 42 стан-
ций обнаружены накопительные культуры
УВОБ. Со всех точек отбора всего удалось выде-
лить 137 штаммов бактерий: 49 из донных осадков
и 88 из поверхностных вод.

Изучение таксономического положения полу-
ченных культур показало, что они относятся к
бактериям филумов Actinobacteria, Firmicutes и
Proteobacteria. Доля штаммов филума Actinobac-
teria, выделенных из воды, составила 55.68%
(49 штаммов), из донных осадков – 59.18% (29 штам-
мов). Доля штаммов филума Firmicutes, выделен-
ных из воды, составила 29.54% (26 штаммов), из
донных осадков – 32.66% (16 штаммов). Proteo-
bacteria оказались наименее представленной

группой: из воды выделено 13 штаммов (14.78%),
из осадков – 4 штамма (8.16%).

Микробиота филума Actinobacteria была пред-
ставлена 11 родами и 17 видами. По количеству вы-
деленных изолятов доминировали бактерии родов
Micrococcus (20 изолятов, отнесенных к Micrococ-
cus sp., M. luteus и M. yunnanensis) и Corynebacterium
(18 изолятов, отнесенных к Corynebacterium sp.).
Остальные штаммы актинобактерий идентифици-
рованы как Mycolicibacterium vanbaalenii, Rhodococcus
fascians, Rhodococcus sp., Williamsia muralis, Wil-
liamsia sp., Microbacterium sp., Okibacterium sp., Arthro-
bacter sp., Lechevalieria flava, Streptomyces sp., Patuli-
bacter minatonensis и Patulibacter sp.

Филум Firmicutes был представлен 10 родами и
16 видами. Чаще других из среды выделяли бакте-
рий рода Bacillus (28 изолятов, отнесенных к
B. subtilis, B. megaterium, B. cereus, B. mycoides,
B. aquimaris и B. thuringiensis). Остальные штаммы
идентифицированы как Gracilibacillus massiliensis,
Psychrobacillus soli, Thalassobacillus sp., Virgibacillus
dokdonensis, Paenibacillus ehimensis, P. polymyxa, Chry-

Таблица 1. Субстратная специфичность психротолерантных штаммов бактерий, выделенных из Японского моря

Примечание. ЛТД – летнее дизельное топливо.

Станция отбора проб, 
координаты

Источник 
выделения штамма

Вид и название штамма
(acc. № гена 16S рРНК)

Рост при температуре 5°С
ЛТД мазут нефть

Зал. Петра Великого 
(порт Находка),
42°49′ N, 132°54′ E

Вода Micrococcus yunnanensis NH_8-1K 
(MT280154)

+ + –

Enterobacter sp. NH_8-3K (MT328552) + + –
Bacillus mycoides NH_8-6K (MT328549) + + –

Зал. Петра Великого,
42°43′ N, 131°59′ E

Осадки, 67 м Rhodococcus sp. AP_21102 (MT328750) + + –
Thalassobacillus sp. AP_21102-3 
(MT332713)

+ + +

Planomicrobium chinense AP_21102-5 
(MT332706)

+ + +

Okibacterium sp. AP_21104-1 
(MT328563)

+ + +

Зал. Петра Великого,
42°28′ N, 132°34′ E

Осадки, 232 м Bacillus subtilis AP_211722-1 (MT328615) + + +

Зал. Петра Великого,
42°30′ N, 132°41′ E

Осадки, 174 м Mycolicibacterium vanbaalenii
AP_211823-1 (MT328635)

+ + +

Paenibacillus ehimensis AP_211823-3 
(MT328625)

+ + +

Зал. Петра Великого,
42°39′ N, 133°02′ E

Осадки, 90 м Idiomarina piscisalsi AP_212229 
(MT328631)

+ + +

Северная часть 
Японского моря,
43°34′ N, 137°45′ E

Осадки, 3617 м Williamsia muralis LV81-1jGC_4S 
(MT328759)

+ + +

Patulibacter minatonensis
LV81-1jGC_13S (MT328781)

+ + –

Bacillus thuringiensis LV81-1jGC_14S 
(MT333237)

+ + +

Северная часть
Японского моря,
43°25′ N, 137°51′ E

Осадки, 3656 м Williamsia sp. LV81-01GC_5S 
(MT328782)

+ + +

Micrococcus sp. LV81-01GC_15S 
(MT328564)

+ + +

Bacillus thuringiensis LV81-01GC_16S 
(MT328828)

+ + +
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seomicrobium amylolyticum, Jeotgalibacillus marinus, Pla-
nococcus halocryophilus и Planomicrobium chinense.

К Proteobacteria относились бактерии семи ро-
дов и 10 видов. Больше всего изолировано видов
рода Acinetobacter (A. johnsonii, A. marinus, Acineto-
bacter sp.). Из других представителей протеобак-
терий обнаружены виды Idiomarina maritima, I. pi-
scisalsi, Enterobacter sp., Cobetia marina, Thalassolituus
oleivorans, Moraxella osloensis и Pseudomonas sp.

На следующем этапе работы изучали способ-
ность выделенных штаммов расти на средах с
нефтью и нефтепродуктами (летнее дизельное
топливо и флотский мазут) при температуре 22° и
5°С. В результате было показано, что при темпе-
ратуре 22°С на средах с данными субстратами
росли все штаммы исследованных бактерий. При
температуре 5°С на средах с дизельным топливом
и мазутом росли 17 штаммов бактерий, а на среде
с нефтью – лишь 12 штаммов (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ
Таксономическое разнообразие 

углеводородокисляющих бактерий,
изолированных из воды и донных

осадков Японского моря
Полученная нами коллекция представлена

преимущественно грамположительной микро-
биотой, в то время как наиболее активные виды
УВОБ из ближайшего Охотского моря были гра-
мотрицательными (Buzoleva et al. 2017). Возмож-
но, что микробные сообщества Японского моря в
выбранных нами акваториях испытывают боль-
шее влияние терригенных стоков, чем сообще-
ства Охотского моря. В целом углеводородокис-
ляющая микробиота осадков характеризовалась
более высоким разнообразием, чем таковая воды,
что, вероятно, связано с выраженной неоднород-
ностью физико-химических характеристик дон-
ных отложений на разных глубинах.

Анализ данных показывает, что в полученной
нами коллекции культивируемых УВОБ Япон-
ского моря представлены как типичные окисли-
тели нефтеуглеводородов, так и уникальные.

Согласно литературным данным, виды обнару-
женных нами родов Corynebacterium, Rhodococcus,
Streptomyces, Micrococcus, Pseudomonas, Entero-
bacter, Bacillus (Paenibacillus), Acinetobacter и Ar-
throbacter довольно часто встречаются в морской
среде и обладают углеводородокисляющей спо-
собностью. На основе этих микроорганизмов со-
зданы некоторые коммерческие препараты для
устранения нефтяных загрязнений (Das, Chan-
dran, 2011). Углеводородокисляющие изоляты Mi-
crobacterium чаще всего выделяют из почвы, но
опубликованы сведения и о морских углеводоро-
докисляющих представителях этого таксона
(Dashti et al., 2015). Таким образом, подавляющее
большинство нашей коллекции относится к груп-
пе наиболее распространенных в водной и поч-
венной среде УВОМ.

Особого внимания заслуживают полученные
нами штаммы бактерий, у которых углеводородо-
кисляющая способность обнаружена впервые
(рис. 2). Среди представителей филума Firmicutes
это Gracilibacillus massiliensis, Thalassobacillus sp.,
Virgibacillus dokdonensis, Chryseomicrobium amylolyt-
icum и Jeotgalibacillus (Marinibacillus) marinus.

У штамма Thalassobacillus sp. AP_21102-3
(MT332713) выявлена высокая степень родства
(99.29%) с изолятами, полученными из воды
(MH410548) и засоленной почвы (MH627225). Уг-
леводородокисляющая активность бактерий это-
го рода пока не изучена, хотя опубликованы све-
дения о способности штамма Thalassobacillus
devorans G-19.1T (AJ717299) разлагать фенол (García
et al., 2005).

Ближайшим гомологом штамма Chryseomicro-
bium amylolyticum AP_213962 (MT337509) стал
C. amylolyticum 0136 (KP236269), выделенный с
морской водоросли Thalassia hemprichii из при-
брежной зоны Китая. Разные виды Chryseomicro-
bium ранее были обнаружены также в донных от-
ложениях Аравийского моря (Farha et al., 2018) и в
воде Бенгальского залива (Arora et al., 2011).

Интересно отметить, что нуклеотидная после-
довательность штамма Jeotgalibacillus marinus
VL_204M (MT332685) имела одинаково высокий
процент гомологии (99.74%) с изолятами с проти-
воположных частей Земли: Marinibacillus (Jeotgali-
bacillus) marinus R-42990 (FR691459) получен из
Антарктики, а Marinibacillus (Jeotgalibacillus) sp.
NP15 (EU196342) – с Канадского Арктического
архипелага.

Примечательно, что ближайшими гомолога-
ми штаммов Virgibacillus dokdonensis AP_215685
(MT333236) и Gracilibacillus massiliensis AP_214468
(MT333207) являются культуры, полученные из
кишечника трепангов (Echinodermata: Holothu-
roidea). Известно, что по типу питания трепанги
детритофаги-грунтоеды, и этим обусловлено
обилие в их пищеварительном тракте почвенных
микроорганизмов, особенно представителей се-
мейства Bacillaceae (Bogatyrenko, Buzoleva, 2016).
Согласно литературным данным, виды родов Vir-
gibacillus и Gracilibacillus часто являются галофи-
лами и характерны для экосистем почв, морей и
озер (Guan et al., 2017; Zeaiter et al., 2019).

У четырех видов бактерий филума Actinobacteria
Okibacterium sp., Lechevalieria flava, Patulibacter sp.
и Patulibacter minatonensis способность утилизиро-
вать НУ обнаружена впервые. Анализ нуклеотид-
ной последовательности штамма Okibacterium sp.
AP_21104-1 (MT328563) показал одинаковый про-
цент гомологии (98.85%) с почвенными штамма-
ми, зарегистрированными в GenBank под номера-
ми KJ482856 и MF872597. Чаще всего изоляты
Okibacterium выявляют среди ассоциантов разных
видов растений (Evtushenko et al., 2002; Wang et al.,
2015). Нам удалось впервые выделить эти бакте-
рии из морских донных отложений.
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Штамм Lechevalieria flava VL_203M (MT332430)
выделен из воды бухты Золотой Рог (зал. Петра
Великого). Микроорганизмы этого вида относят-
ся к семейству Pseudonocardiaceae и в большин-
стве случаев выделяются из почвы. L. flava изве-
стен как продуцент мадумицина – антибиотика
класса стрептограминов (Gauze et al., 1974).

Бактерии рода Patulibacter найдены и описаны
относительно недавно (Takahashi et al., 2006). Как
правило, они встречаются в почве и в ризосфере
некоторых растений. Сравнительный анализ по-
казал, что обе полученные нами культуры Patuli-
bacter имеют высокую степень генетического
сходства друг с другом и кластеризуются с кол-
лекционными штаммами и со штаммами, выде-
ленными из почвы Антарктиды.

Среди представителей филума Proteobacteria, у
которых впервые обнаружена углеводородокис-
ляющая активность, оказались три вида: Moraxel-
la osloensis, Idiomarina maritima и I. piscisalsi. Бакте-
рии вида M. osloensis относятся к условно-пато-
генной микробиоте человека и способны
вызывать пневмонию, менингит, синусит и ряд
других инфекционных заболеваний. Нуклеотидная
последовательность полученного нами штамма
M. osloensis AP_211824-4 (MT328624) имела наи-
большее сходство (99.62%) с таковой штаммов,
полученных из почвы (MT093343) и донных осад-
ков озера (MN822626). Сведения об использова-
нии бактериями этого вида НУ в качестве един-
ственного источника углерода расширяют знания
о возможности существования условно-патоген-
ных микроорганизмов вне организма хозяина.

Ко времени написания данной статьи к роду
Idiomarina относили 30 видов бактерий, характер-
ной особенностью которых является способность
расти в условиях высокой солености (до 15%).
В ходе нашей работы из донных осадков выделен
штамм I. piscisalsi AP_212229 (MT328631), а из по-
верхностной воды – штамм I. maritima AP_2139-
3W (MT328827). Нуклеотидные последовательно-
сти обоих штаммов имели наибольшее сходство с
изолятами, полученными из морской среды.

Необходимо отметить, что большинство видов
бактерий, углеводородокисляющая активность
которых впервые описана в нашей работе, выде-
лены из зал. Петра Великого вблизи урбанизиро-
ванных территорий. Вероятно, в условиях хрони-
ческого антропогенного загрязнения различными
поллютантами формируются сообщества микро-
организмов, устойчивые к действию высоких
концентраций нефтеуглеводородов.

Углеводородокисляющая активность
выделенных штаммов бактерий

Все штаммы, проявившие способность к росту
на среде с НУ в качестве единственного источника
углерода при температуре 5°С, хорошо росли и при
более высокой температуре, что указывает на их
психротолерантность. Эта группа микроорганиз-
мов демонстрирует активность при температуре 5°С
или ниже независимо от их максимальной или оп-
тимальной температуры роста. Несоответствие тем-
пературного оптимума микроорганизмов и темпе-
ратуры их естественной среды обитания может быть

Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное на основе анализа последовательностей фрагментов гена 16S рРНК
бактерий, изолированных из воды и донных осадков Японского моря, для которых углеводородокисляющая способ-
ность показана впервые. Дендрограмма построена на основе алгоритма метода объединения ближайших соседей (NJ).
Последовательности, полученные в данной работе, отмечены чёрным кружком. Масштаб соответствует двум нуклео-
тидным заменам на каждые 100 п.н. Представлены значения бутстреп поддержки выше 50%.

МТ332713 Thalassobacilhis sp. АР 21102-3 (Донные осадки, Японское море)
MH627225 Thalassobacilhis sp. SEY В2 (Засоленные почвы)
MH410548 Thalassobacilhis sp. TBZ219 (Вода)

МТ333207 Gracilibacilhis massiliensis АР 214468 (Донные осадки, Японское море)
МК484439 Gracilibacilhis massiliensis 1315 Cl IF (Кишечник морского огурца)
EU308316 Gracilibacilhis sp. F1B123 1 (Солеварня, Греция)

МТ333236 Virgibacilhis dokdonensis АР 215685 (Донные осадки, Японское море)
KR347211 Virgibacilhis dokdonensis CQB-3 (Дальневосточный трепанг Apostichopus japonicns)
MF351824 Virgibacilhis dokdonensis BAB-6964 (Прибрежная почва)
FR691459 Marinibacillus (Jeotgalibacillns) marinns R-42990 (Антарктида; трансантарктические горы, озеро Форлидас)
EU196342 Marinibacillus (Jeotgalibacillns) sp. NP15 16 (Холодный солевой раствор 7.5%, сульфидный источник, Канадский Арктичекий архипелаг)

МТ332685 Jeotgalibacillns marinus VL 204М (Поверхностная вода, Японское море)
МТ337509 Chryseomicrobium amylolyticum АР 213962 (Донные осадки, Японское море)

КР236269 Chiyseomicrobittm amylolyticum 0136 (Прибрежная зона, Китай)
МТ255061 Chryseomicrobium sp. Р4-21 (Донные осадки)

КМ586947 Patulibacter sp. R16 (Коллекция)
FR682689 Patulibacter minatonensis R-36497 (Образец почвы Антарктиды: Утштайнен, Сор Рондане, Монтан)

МТ328781 Patulibacter minatonensis LV81-1jGC 13S (Донные осадки, Японское море)
МТЗ28902 Patulibacter sp. АР 213148 (Донные осадки, Японское море)

MF872597 Okibacteiium sp. Ibu О 21 (Почва)
KJ482856 Okibacteiium sp. CV53Nov (Почва)

МТ328563 Okibacteiium sp. АР 21104-1 (Донные осадки, Японское море)
KF414967 Lechevalieria flava GACMPT-44 (Мангровые почвы, Мутупетаи, Индия)

МТ332430 Lechevalieria flava VL 203М (Поверхностная вода, Японское море)
NR_041737 Lechevalieria flava NRRL В-16131 (Коллекция)

МТ093343 Moraxella osloensis XJX5 (Почва)
MN822626 Moraxella sp. NQS12 (Донные осадки озера)

МТ328624 Moraxella osloensis АР 211824-4 (Донные осадки, Японское море)

МТ328827 Idiomarina maritima АР 2139-3W (Поверхностная вода, Японское море)
100

100

100100

100

100

100

100

100

100

100

100100

100

MF540534 Idiomarina maritima сb9 (Сточные воды)
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MH255318 Idiomarina piscisalsi NIOSSD026*59 (Вода из зоны кислородного минимума)
FJ981838 Idiomarina sp. ВВТ14 (Морская вода)

МТ328631 Idiomarina piscisalsi АР 212229 (Донные осадки, Японское море)
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связано с культивированием микроорганизмов в
лабораторных условиях, когда невозможно воссо-
здать особенности морской среды в полной мере.

Отметим, что психротолерантные углеводоро-
докисляющие штаммы бактерий выделены пре-
имущественно из донных осадков, но с разных
глубин (от 67 до 3656 м). Исключением были 3
штамма, изолированные из поверхностных вод
порта Находка – акватории Японского моря с
хроническим загрязнением нефтепродуктами.
Психротолерантные микроорганизмы были пред-
ставлены как известными УВОБ, так и видами,
для которых углеводородокисляющая активность
описана впервые (Thalassobacillus sp., Idiomarina
piscisalsi, Patulibacter minatonensis, Okibacterium sp.).

К настоящему времени опубликованы ограни-
ченные сведения о видовом разнообразии и угле-
водородокисляющей способности микроорга-
низмов дальневосточных морей, несмотря на то,
что в регионе ведется активная добыча нефти, а
многие прибрежные акватории испытывают вли-
яние хронического техногенного загрязнения.
Проведенные нами комплексные исследования
таксономического разнообразия культивируемых
бактерий Японского моря позволили выявить как
типичные для водных и почвенных сообществ ви-
ды УВОБ, так и ряд уникальных видов. В даль-
нейшем коллекция бактериальных штаммов мо-
жет быть использована при создании на их основе
препаратов для ликвидации нефтяных загрязне-
ний в дальневосточных морях.
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Taxonomic Diversity of Culturable Hydrocarbon-Oxidizing Bacteria
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A total of 137 strains of mesophilic and psychrotolerant hydrocarbon-oxidizing bacteria have been isolated
from three regions of the Sea of Japan exposed to different levels of anthropogenic pollution. The taxonomic affil-
iation of the culturable bacteria from surface water and bottom sediments, involved in the biodegradation of petro-
leum hydrocarbons in these regions, has been identified. The isolated microorganisms belong to the phyla Actino-
bacteria, Firmicutes, and Proteobacteria. The hydrocarbon-oxidizing ability of the bacteria Okibacterium sp.,
Lechevalieria flava, Patulibacter sp., P. minatonensis, Gracilibacillus massiliensis, Thalassobacillus sp., Virgibacillus
dokdonensis, Chryseomicrobium amylolyticum, Jeotgalibacillus marinus, Moraxella osloensis, Idiomarina maritima,
and I. piscisalsi has been recorded for the first time. The results obtained extend our knowledge about the potential
of biodegradation of pollutants by members of certain taxa in the marine environment.
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